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Uber die Volumenschwankung des Muskels als Ausdruck der 
chemischen Vorginge. 
Von 
. Meyerhof und W. Mohie. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fii 


medizinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 1S, Dezember 1955.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Neben der von E£. rast! entdeckten, rasch reversiblen Volumen- 
konstriktion, die bei der isotonischen Einzelzuckung des Muskels in den 
Beginn der mechanischen Verkiirzung fallt 2, sind mit der Muskelt4tigkeit 
noch erhebliche, summationsfahige Volumeneffekte verbunden, die in 
verschiedenen Arbeiten unseres Instituts beschrieben wurden®, und als 
Ausdruck der wahrend der Kontraktion einsetzenden und sie zum Teil 
iiberdauernden chemischen Vorgange erkannt wurden. Diese summa- 
tionsfahigen Volumenanderungen beruhen danach auf einer bei der 
Spaltung oder Synthese der verschiedenen Tatigkeitssubstanzen  ein- 
tretenden Anderung des Molekularvolumens: sie lassen sich daher 
auch in einem Enzymextrakt des Muskels beobachten. Bei der enzy- 
matischen Messung ergab sich z. B., dab die Spaltung des Glykogens in 
Milchsaure mit einer Volumendilatation von 24 cem pro Mol gebildete 
Milchsaure verkniipft ist, die Spaltung der Kreatinphosphorsiéure aber 
mit einer Volumenkonstriktion von l4ccm pro Mol, die Spaltung des 
Adenylpyrophosphats in Adenylsiure und 2 Mol Phosphat mit 21 cem 
Volumenkonstriktion, die Spaltung von Adenylsaure in Inosinsaure und 
Ammoniak ebenfalls mit 21 cem Konstriktion. Der Verlauf der tetani- 
schen Volumenschwankung entspricht genau dem Bilde, das wir uns 
von der Verkniipfung der chemischen Vorgaénge machen. So verlauft 
die Tatigkeit des jodessigsiurevergifteten Muskels ausschlieBlich mit 
sich summierenden Volumenkonstriktionen, die Tatigkeit des normalen 
Muskels dagegen mit einer waihrend des Tetanus einsetzenden Kon- 
striktion, die nach der Erschlaffung zuriickgeht und in eine Dilatation 
iibergeht. In Paraffinél ergab sich fiir jodessigsdurevergiftete Muskeln 


' BK. Ernst, Piliigers Arch. 209, 613, 1925: 213, 144, 1926; 214, 240, 


1926; 21S, 137, 1927; PPO, 672, 192s. 2 0, Me fe rhof uu. Ww. Mohle, ebenda 
236, 533, 1935. 30. Meyerhof, Naturwiss. 20, 977, 1932: O. Meyerhof u. 
W. Méhle, diese Zeitschr. 260, 454 u. 469, 1933; 261, 252, 1933; H. Hartmann, 


ebenda 270, 164, 1934. 
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2 O. Meyerhof u. W. Mohle: 


gute Ubereinstimmung zwischen der gemessenen und berechneten 
Volumenschwankung, eine weniger genaue, aber doch immerhin schein- 
bar befriedigende Ubereinstimmung auch fiir normale Muskeln_ in 
Paraffin6l, wahrend in Ringerl6sung das Bild offenbar durch zusiatzliche 
Volumenkonstriktionen verzerrt war. Es durfte aber fiir diese quanti- 
tativen Ergebnisse nicht auBer acht gelassen werden, da} dabei noch 
betrachtliche Dilatationen durch die Kontraktionswirme auftreten 
muBten, besonders in Paraffinél wegen des groben Ausdehnungskoeffi- 
zienten. Diese Warmebildung konnte nur angenahert durch Rechnung 
eliminiert werden. 


Is war daher erwiinscht, mit anderen Methoden, bei denen dieser 
KinfluB der Warmedilatation auszuschlieBen war, den Zusammenhang 
zwischen der chemischen Bilanz 

( und dem irreversiblen Gesamt- 
effekt noch genauer festzustellen 

und nach dem Mechanismus zu 











Ll forschen, der fiir die zusatzlichen 
Volumenkonstriktionen, wie sie 








S besonders — in {ingerlésung 
auftraten, verantwortlich zu 
machen ist. Dabei konnte auf 
zeitliche Analyse des die Muskel- 








kontraktion begleitenden Volu- 
meneffektes verzichtet werden. 
so das sich eine viel unemp- 
findlichere Anordnung — ver- 
Abb. 1. DilatationsgefaB fiir Starreversuche 


(vel. Meyerhof u. Moéhle, diese Zeitschr. 261, , 
254, 1933, Abb. 1). eine fiir mehrere Stunden kon- 


stante Basislinie erforderlich 


wenden lieB, bei der jedoch 


war und ein vollstandiger Temperaturausgleich mit der Umgebung ab- 
gewartet werden konnte. Die symmetrischen Muskeln wurden dabei 
zur Feststellung des chemischen Anfangszustandes verwandt. 

Es wurde in zwei Anordnungen gearbeitet : 

1. Bei vielstiindigen Versuchen, insbesondere bei Muskelstarren, 
wo keine Reizung erforderlich war, wurden die Muskeln in einfache 
Dilatometer gehingt, wie sie friiher schon zur Beobachtung des 
Volumeneffektes bei der Starre und bei enzymatischen Reaktionen 
-benutzt waren. Dabei wurde die eingetretene Volumenanderung mit 
schwacher Vergr6Berung in der horizontalen Kapillare abgelesen. 
Diese Anordnung benutzten wir fiir die Warmestarre, Jodessigsaure- 
starre und den Volumeneffekt beim Eindringen von Saure (Valerian- 
saure) in den Muskel. 
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Volumenschwankung d. Muskels als Ausdruck d. chemischen Vorgange. a 


2. Zum Vergleich des Volumeneffektes mit dem chemischen Umsatz 
bei ermiidender Reizung verwandten wir das von O. Meyerhof und 
H. Hartmann benutzte Volumengefa von 25 ccm und photographierten 
den Volumenausschlag bei 20facher Vergr6Berung und sehr langsamer 
Trommelgeschwindigkeit. Diese Versuche wurden mit normalen und 
jodessigsaurevergifteten Muskeln in Ringer- 
losung und Paraffinél angestellt. 


Ausfiihrung der Versuche. 


In der Anordnung | wurden bis zu vier 
Gastrocnemien verwandt mit einem Gewicht 
von etwa 4g, die durch kleine Glashaken in 
verschiedenen Héhen der VersuchsgefaiBe aut- 
gehangt wurden, um ein Zusammenfallen zu 
verhindern. Vorher waren anhaftende Luftblasen 
durch Absuchen entfernt. Bei den Versuchen 
iiber Warmestarre wurden die Muskeln laingere 
Zeit in Ringerl6sung evakuiert und die GefaBe & 
mit evakuierter Ringerlésung bzw. ausgekoch- | 














tem Paraffin6l gefilllt. Ubrigens diente in einem 
Parallelversuch ein Muskel zur Registrierung 
der Spannung bzw. Verkiirzung. Die anderen A 





Parallelmuskeln wurden dann chemisch auf den 
Anfangsgehalt verarbeitet. 


In der Anordnung 2, mit photographischer 
Registrierung, befand sich das GefaB in der 
Ecke eines gréBeren Thermostaten, der sich auf versuche (vgl. Meyerhe/ u. Mast- 

mann, Pfliigers Arch. 234, 722, 

Bruchteile von !/j99) Grad regulieren lieB. Be- insbesondere 724, 1934). 
leuchtungseinrichtung und das Abbildungs- 
objektiv (1 von Leitz) befanden sich auBerhalb 
des Thermostaten an zwei aneinander stoBenden Seiten. Zwischen der Lampe 
und der Kapillare wurde der Strahlengang durch ein total reflektierendes 
Prisma in der horizontalen Ebene um 90° gebrochen. Das Photographion 
war in einer Entfernung aufgestellt, mit der eine 20,9fache VergréBerung 
erreicht wurde. Die Papiergeschwindigkeit betrug 50 em pro Stunde. Die 
Zeit wurde mit Hilfe einer Stoppuhr durch Betatigung des Verschlusses 
registriert. 


Abb. 2. Volumengefaib® fiir Reiz- 


Die Reizung geschah mittels Bernstein-Unterbrecher mit 25 Perioden 
pro Sekunde, und zwar bei normalen Muskeln durch den Nerven, wahrend 
jodessigsiturevergiftete Muskeln direkt gereizt wurden. Fur den Tem- 
peraturausgleich war bei mit Ringerlosung gefiillten GefaBen eine Zeit von 
20 bis 30 Minuten nétig, bei Paraffinél etwa 45 Minuten. Nach dem Ausgleich 
wurde 15 Minuten registriert, um eine geniigend lange Basislinie zu bekommen, 
dann wurde wihrend etwa 5 Minuten in Abstanden von 10 Sekunden 
tetanisch mit je 2 Sekunden Dauer gereizt. Nachher wurde der Ausgleich 
der Kontraktionswarme (bei jodessigsiurevergifteten Muskeln auch Joule- 
scher Warme wegen der Starke des Reizstroms) abgewartet, so dai der 
iibrigbleibende Ausschlag auf die chemischen Vorginge zu beziehen war. 









O. Meverhot u. W. Moéhle: 
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Der 
besonders leicht bei der Warmestarre durchzufithren. Als Starretempe- 
ratur wurde 37° gewahlt. Bei dieser beginnt die sichtbare Kontraktion 
nach etwa 45 Minuten: wurde nach Einbringen des Muskels in die auf 37° 
vorgewarmte Lésung bis zum Beginn der Messung 30. bis 35 Minuten 


Vergleich von Volumcneffekt und chemischem Umsatz. ist 


gewartet, so war der Temperaturausgleich vollstandig eingetreten, 
wahrend die Starre noch nicht begonnen hatte. In diesem Moment 
wurden die Parallelmuskeln verarbeitet und am Ende der Volumen- 
messung die Versuchsmuskeln samt Lésung. (Meist dienten je drei bis 
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Abb. 3. Verlauf der Dilatation bei der Wiirmestarre und Registrierung der isometrischen Spannung 
und isotonischen Verkiirzung unter gleichen Umstinden. Die Ziffern der Kurven beziehen sich 
aut die Versuche der Tabelle 1. 


vier Gastrocnemien von zusammen 3 bis 5 g fiir jeden Versuch.) In der 
Vorperiode war die Kreatinphosphorsaure bis auf einen Rest von etwa 
0,2 bis 0,38 mg P.O, pro g zerfallen, so daB der Phosphagenzerfall gegen- 
tiber der groBen Milchsaurebildung von 3 bis 4 mg pro g nicht beriick- 
sichtigt zu werden brauchte. Man kann annehmen, daB bei den bis zu 
Kinde fortgesetzten Versuchen von etwa 4 Stunden, die auf Kreatin- 
phosphorsaure zu beziehende Volumenkonstriktion nur héchstens 10°, 
der gemessenen Volumendilatation gleichkommt: um so viel also ware 
eventuell der auf Milchséure berechnete Volumeneffekt zu korrigieren. 
Die Resultate sind in Tabelle [ und zum Teil in Abb. 3 wiedergegeben. 
Auf Abb. 3 ist der Verlauf der Volumendilatation von Muskeln in 
Ringerlésung wiedergegeben (vier Versuche aus Tabelle I) und gleich- 
zeitig die isotonische und isometrische Starreent wicklung, die in mehreren 
Fallen im Parallelmuskel registriert wurde. Man sieht, daB nach 
15 Minuten vom Moment des Einbringens der Muskeln in die 37° warme 
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Tabelle I. Volumendilatation bei der Warmestarre. 
Reihe A, 1 bis 9: in Ringerlésung; Reihe B, 10 bis 14: in Paratfinol. 








ist 
eC 
Dilatation mg Milchsiéure Dilatation 
lon Dauer Muskel- 10~ cem pro g Muskel in cem 
Nr. Datum des secetal Mol 
379 Versuchs Sawsens im pro g Wiel rt 
1935 g ganzen  Muskel vorher nachher secceatiad 
en 
n Al | 24. IX. Th 45 2,88 53 18.4 152 3,32 9.0 
nt 2 | 26. IX. 4 35 3.8 187 49 0505 581 S.1 
3 | 26. 1X. 1 50 4.1 64 15.6 0,505 3,25 5,2 
n- 4|30.1X. 2 3.46 76 22,0 O885 3,175 8.5 
bis 5 | 30.1X. 4 50 298 148 49.5 O88 5945 W0 
6 | 2. X. 1 10 Roti 34.5 87 1,05 2,08 5.4 
7 a. Xe 1 10 3.76 14.8 1.0) 1,05 1,92 5.0 
S 4. % 4 15 3.65 151 42.5 1,00 5.61 8,1 
9 (a. 4 35 3,32 144 51,6 1,36 5.60 6.7 
Durehschnitt : 7,6 
B10) 4. X. 4h 351 134 = 39.0 1,00 | 4.91 9.0) 
11 be & 4 20’ 3,23 176 54,6 1,31 4.64 14.5 
i | 0. A. 2 2,45 SI 32,5 1,20 3.22 14.5 
3 | 12. X. 3 40 341 149 43.4 1,24 5.06 10,2 
14. 16. X. 3 45 3,62 214 58.8 1,60 5.44 13.8 
Durehsehnitt: 12.5 
tingerlésung (so lange nimmt der Warmeausgleich in| Anspruch) zu- 
nachst eine kurze Periode des Stillstandes oder geringfiigiger Volumen- 
konstriktion folgt. Nach ? , bis ] Stunde setzt eine etwa 3 Stunden 
fortschreitende Dilatation ein, wahrend die mechanischen Kontrakturen 
erst nach 1! , Stunden beginnen und nach 2! |, bis 3 Stunden abgeschlossen 
a sind. Der Stillstand vor der Dilatation ist offenbar durch die Kompen- 
sation der Dilatation durch den konstriktorischen Effekt der Kreatin- 
phosphorsaurespaltung hervorgerufen. Andererseits ist mit den sonstigen 
er Erfahrungen im Einklang, daB die Milchséiuredilatation noch langere 
ya Zeit fortschreitet, nachdem die mechanische Starre zum = Abschlub 
n- gekommen ist. Kinige der Versuche in Ringerlésung sind abgebrochen, 
k- ehe die Starre zu Ende war. Diese Versuche, insbesondere Versuch 6 
Ul und 7 der Tabelle 1, ergeben eine kleinere Dilatation, was wohl auf die 
n- hier im Verhaltnis gréBere Spaltung der Kreatinphosphorsaure zu 
yi beziehen ist. Der Durchschnittswert in Ringerlésung ist 7.6 cem pro Mol 
re Milchsaiure und bei alleiniger Beriicksichtigung der vollstandig ab- 
‘a gvelaufenen Starren (Versuch 2, 5. 8, 9) 8 cem. In diesem Falle befindet 
1. sich bei der Verarbeitung doppelt so viel Milchsaure in der Ringerlosung 
n wie im Muskel. Man erhalt hier also nur etwa 33°, der enzymatisch 
i- gemessenen Dilatation und auch, wenn man fiir den Zerfall der Kreatin- 
n phosphorsaure (und des Adenylpyrophosphats) eine Korrektur anbringt, 
h so wiirden sich doch héchstens etwa 9cem oder knapp 40°, ergeben. 
In Paraffin6l sind alle Versuche, auBer Versuch 12, bis zum Ablauf der 
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Starre durchgefiihrt. Hier erhalt man einen Durchschnittswert von 


12,.5cem pro Mol oder 52°, des enzymatischen Wertes. Auch dieser 
Wert wirde bei Korrektur fiir die Kreatinphosphorsaure bis auf etwa 
13,5, entsprechend 56°, steigen. Das Ergebnis ist zu vergleichen mit den 
in Abschnitt V wiedergegebenen Messungen der Ermiidung in der zweiten 
Anordnung. 

11. Jodessigqsdurestarre. 

Die Versuche an jodessigséurevergifteten Muskeln sind mit der 
gleichen Methode ausgefiihrt. Hier wurden Kreatinphosphorsaure, 
Adenylpyrophosphat mit den in diesem Institut gebraéuchlichen Methoden 
bestimmt und auberdem auch die Milchséure, um das Fehlen der Milch- 
siurebildung zu kontrollieren. Die Jodessigsiurevergiftung wurde 
durch Einspritzen von 0,4mg pro g Frosch hervorgerufen, nachdem 
tags zuvor die Nervi ischiadici durchschnitten waren. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle Il wiedergegeben. Wahrend bei der Warmestarre die 
Dilatation zu klein ausfallt, so daB man einen konstriktorischen Zusatz- 
effekt annehmen mu, finden wir hier die Volumenkonstriktion zu groB, 
also wiederum einen solchen konstriktorischen Zusatzeffekt. Im Falle 
der Jodessigsdiurestarre betragt dieser Effekt pro g Muskel in Ringer- 
lésung etwa 25 bis 45.10 °cem, in Paraffinél 15 bis 25.10 ° cem. 


Tabelle Ll. Volumenkonstriktion bei Jodessigsaurestarre. 


Reihe A, 1 bis 3: in Ringerlésung; Reihe B, 4 bis 7: in Paraffindl. 








Volumen- 





Daner konstriktion mg P,0; pro g Muskel a 

des Muskel- aS oom S 

Nr. | Datum Ve cometah $$$ = 
er- gewicht : Krp. Ap. ¥ 

suchs im prog - 

" ganzen Muskel vor- nach- vor- nach- = 

1935 £g her , her her her La, 


Al! 7.1I0.|| 83n20'! 2,37 1415 598 1,27 0 0,27 0,04 34,5 172 


J 112.11. 2 45 | 247 | 127,5) 51,0 | 0,84: 0,01 | 0,39! 0 27.8 186 
3 113.11.) 3 40) 1,88 146 78.0 1,20 0.01 0,57 0,02 39.9 195 
B 4 5.11 3 30 1,37 53 $5.0 | 1,47'0 —* — 28 (124) 
5 7.1L} 3 30} 2,20 118.5) 538.8 |1,37/0 0.41 0,02 39 138 
6 |12.11.)} 2 55 | 226 123 «54.5 1,16 0,92 0,40 0.06 32,1 169 
7118.11.13 25 1,56 76.6 49 0.83 0,07 0,34 0 Zi, 177 


Nicht bestimmt 

Ill. Eindringen von Valeriansdure. 
Auf das Muskelgewicht bezogen ist die Abweichung zwischen dem 
berechneten und gefundenen Wert bei der Milchséurebildung der Warme- 
starre noch erheblich gréBer als bei der Jodessigséurestarre, und wie die 
Versuche des Abschnitts V zeigen, genau ebenso groB bei der Ermiidung 


wie bei der Warmestarre. Da in friiheren Versuchen gezeigt war!, daB das 


' O, Meyerhof, Pfliigers Arch. 195, 22, 1922; 204, 295, 1924. 











on 
ser 
wa 
en 
en 


berechnet 


= 


StS bo 


“IO OD 








Volumenschwankung d. Muskels als Ausdruck d. chemischen Vorginge. 


Tabelle Ill. Volumenkonstriktion beim Eindringen von 


Valeriansaure. 





Volumen- Pro g Muskel Volumen- 
konstriktion in Versuchs- korrektur 
End- Wauer 10-5 eem zeit 10% cem fiir 
Nr. Datum oo. des = Muskel- Milch- 
at 0 Va Selene Ver- — gewicht Krp.-  siiure 
‘ ones i suchs im prog Zerfall ge- “a Milch- 
— ganzen Muskel me _ bildet P-  Sdure 
1934 g P.O : mg 
t {oe ae 0,19 6h 4,82 70 16 019 0,45 3.8 3,8 
2 |23.X 0,34 dh40'° 518 108 23 0,20 0,48 40. + 4.0 
& 120: ms 0,20 6 4.15 79 21 027 046 5.4 3.9 
4 | 25.X. 0,35 6 4,15 $2 213 027 0.56 5.4 4 4,7 
5 | 26. X. 0,39 3 4,1 85 18 0.34 9.46 6S 39 
6 26.X. 0,34 3 4,15 80 17 0,37 | 0,24 || —7,4 + 1,9 


Kindringen von Valeriansaéure in den Muskel bei aufgehobener Milchsaure- 
bildung eine Warmeténung durch Neutrali-ierung des Proteins hervorruft, 
wie sie auch fiir die im Muskel gebildete Milchsaure angenommen werden 
muB, so wurde das Eindringen von Valerianséure darauthin untersucht, ob 
dies etwa mit einer Volumenkonstriktion der Muskelsubstanz einhergeht. 
Das war in der Tat der Fall, und zwar ergab sich in Ringerlésung pro g 
Muskel etwa 20 . 10 ° cem Volumenkonstriktion. Dabei sind die Milch- 
siurebildung wie der Kreatinphosphorsaurezerfall, die beide bestimmt 
wurden, verhaltnismabig gering und heben sich in ihren Volumen- 
effekten nahezu anf, wenn man fiir Kreatinphosphorsiure den Wert 
von l4cem Konstriktion, fiir Milchsiure 8 cem Dilatation annimmt. 
wie es im Muskel in Ringerlésung gefunden wird. Sechs derartige Ver- 
suche sind in Tabelle III wiedergegeben. Nach Temperaturausgleich 
wurde in die mit Muskeln und Ringerlésung gefiillten GefaiBe 2 ccm einer 
2 bis 4°,igen Lésung von Valeriansaure eingespritzt, diese selbst war 
vorher auf Thermostatentemperatur gebracht. Die geringe Volumen- 
anderung, die durch Zusatz der Valerianséurel6sung zu Ringerlésung 


7) 


ohne Muskel hervorgerufen wurde, ist in Abzug gebracht. 


IV. Volumendnderung ber der Reizung von Jodessigsduremuskeln. 

Fur jede der vier Anordnungen: Jodessigsauremuskeln in Ringer- 
lésung und in Paraffinél, normale Muskeln in Ringerl6sung und Paraffin- 
bl ist je eine charakteristische, photographisch registrierte Kurve (ver- 
kleinert) wiedergegeben (Abb. 4. 5, 6, 7). Der bereits von Hartmann 
beobachtete Unterschied zwischen dem ausschlieBlich konstriktorischen 
Effekt bei der Ermiidung des jodessigsiurevergifteten Muskels und dem 
iiberwiegend dilatorischen Effekt beim normalen, ist in diesen Kurven 
besonders deutlich. Andererseits fallt bei der jetzigen Registrierung der 
KinfluB der Erwarmung im Endresultat fort, wahrend er im Verlauf der 
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Kurve deutlich hervortritt. Dabei ist der Unterschied zwischen dem 





Verlauf in Ringerlosung und Paraffinél wohl zur Hauptsache auf die 





Warmedilatation zu beziehen wegen des viermal so groBen Ausdehnungs- 






koeffizienten des Paraffinéls in Verbindung mit seiner schlechten Wiairme- 





Abb. 4. Gesamtverlauf der Volumenschwankung bei Reizung jodessigsiurevergifteter Muskeln in 

RingerlOsung. Volumenkontraktion nach unten. Pfeil nach unten: Reizbeginn (2-Sek.-Tetani). 

Pfeil nach oben: Reizende. W Volumenkontraktion durch Wiirmeausgleich. M7 auf Anderung des 
Molekularvolumens zu beziehende Volumenkonstriktion. 


























Abb. 5. Reizung jodessigsiiurevergifteter Muskeln in Paraffindl. Beschriftung wie Abb. 4. Die 
Volumenkontraktion durch Wirmeausgleich ist erheblich gréBer. Die obere Kurve ist die Abbildung 
des Wassermeniskus der Kapillare, die untere riihrt von Paratfinél her. ] 





Abb. 6. Ermiidung normaler Muskeln in Ringerlésung. Beschriftung wie Abb. 4. Es bleibt im 
Endeffekt eine Volumendilatation, M. 





Abb. 7. Ermiidung normaler Muskeln in Paraffinél. Beschriftung wie Abb. 4. Die Volumenkontraktion 
durch Wiirmeausgleich ist besonders gro und betriigt fast dasDoppelte der resticrenden Dilatation. 


leitfahigkeit. Die Versuche mit jodessigsiéurevergifteten Muskel sind in 
Tabelle [IV wiedergegeben. Sie sind, im Unterschied von denen der 
Tabelle IT, nur im ganzen etwa 1! ), Stunden, und zwar etwa 30 Minuten 


vom Beginn der Reizung an fortgesetzt. Infolge dieser Reizung tritt 
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Tabelle IV. Reizung von Jodessigsauremuskeln. 
Reihe A, 1 und 2: in Ringerlésung; Reihe B, 3 bis 6: in Paraffindl. 





Volumen- 


ee konstriktion mg P.O, pro g Muskel LES = ¢ : 

“<n der Muskel-  '0-°cem . « _ | 2825 3 2 
Nr. i Vor-  gewicht Krp. Ap. Beery les 
periode im pro g | —— a gee Ki eis. Om 

1935 | Min. | og =) S0nzen Meeker her | her | her || ~ =| %e 

Al) 8 XI! 50 0,92 54,4 59,0 1,35 0,12 | 0,39 0,05 37 160 
2; 9. XI|| 45 1,21 54,5 | 46,0 1,51 0,06 0,42 0,03 40 115 
B3  6.XL) 45 1,08 31,4 | 29,0 1,52 0,47'0,45.0,150 27,6 105 
4 7.XL) 45 0,99 47.5 48,0 1,03 0,03 0,78 0 41,2* 116 
5 112. XI.|| 50 1,01 47,6 47,1 1,08 0,03 0,45 0,11 30,8 152 
6 13. XI. 50 0,76 38,5 | 59,7 1,65 0,04 0,54 0 48,6 104 


Durchschnitt: | 120 
* Korrektur fiir 0,1 mg Milchséure angebracht. 
aber die Starre hier auch entsprechend eher ein. Trotzdem diirfte die 
kiirzere Dauer der Versuche dafiir verantwortlich sein, daB anders als 
in Tab. II die gefundene Volumenkonstriktion in Paraffinél nur noch 
20 % gréBer als die berechnete ist (in Ringerlésung, wo nur zwei Versuche 
ausgefiihrt sind, ergibt sich vielleicht ein etwas héherer Betrag). 


V. Reizung normaler Muskeln. 

Viel betrachtlicher ist der Anteil der Warme an dem Verlauf der 

Volumenkurven normaler Muskeln. Der Unterschied, der hier zwischen 

-araffind! und Ringerlésung besteht, muB zur Hauptsache bezogen 
werden auf denjenigen Anteil der Warmedilatation, der wegen ver- 
zogerten Warmeausgleichs sichtbar wird, in den Kurven mit W_ be- 
zeichnet. In zwei Richtungen ergeben diese Versuche unerwartete 
Resultate: 1. bleibt in Ringerlésung ein Dilatationsriickstand iibrig, 
der in den alteren Messungen wegen ungeniigend langer Fortsetzung 
der Ermiidung und zum Teil auch wegen ungeniigend konstanter Basis- 
linie der Feststellung entging, und 2. ist die auf die Anderung des 
Molekularvolumens zu beziehende Dilatation (ZV der Abbildungen) in 
Paraffinél kleiner als bisher angenommen wurde. Die Ergebnisse 
stimmen dagegen gut zu den in Abschnitt I mitgeteilten tiber die 
Warmestarre. Wenn die Kreatinphosphorsaurespaltung im vollen 
Betrag abgerechnet wird (l4cem pro Mol), so bleibt in Paraffind! 
gegen 50 %, in Ringerlésung 42 % der berechneten Dilatation der Milch- 
siurebildung wbrig. 

Als Gesamtergebnis folgt, daB in allen Fallen ein konstriktorischer 
Zusatzeffekt auftritt, der besonders groB bei der Milchsdurebildung ist. 
Dieser Effekt ist in Ringerlésung etwas gr6éBer als in Paraffinél und laBt 
sich, wenigstens zum Teil, durch Eindringen von Saure in den Muskel 
nachahmen. Er diirfte daher in irgendeiner Weise mit dem Austausch 

1* 
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Tabelle \ Ermiidung normaler Muskeln. 
Reihe A, | bis 3: in Ringerlésung; Reihe B, 4 bis 6: in Paraffindél. 


















a Volumen- 
S dilatation Bal Pro g Muskel 
i = 10-5 eem was 
= Ko 
= a oe a 7 et ae Sid 
> 2 © bss berechnete © ola 
ss - & 4 =~ , & = |ee 
Nr. Datum 2 sl 3 Be Volumen- as..—|| §\2 
woe . Zo | “o konstriktion S3%SaE 2 
- 5 im prog £2 oa 10-5 ecm sfta 06 g 
= =  ganzen Muskel | =< a& | ——__—______- 853 
s =o A, 2 | . ==as2 
a oe | pt || tte | er a oS 
P ae 
2 be Krp | Mileh- 8 
1935 Min g eS ; siiure » |} 9 










1 1X2 80 118 15,7 | 18,3 2110485 — 95 +56 | 228 | 41 
2 1.X0 | 40 1,34 201 149 243,594 —-118 +65 | 26,7 9 41 
8 19.XI. 25 1,36 214 | 15.7 2421064 -—126 +65 | 283 | 43 
B4 28. X. 45 1,52 360 23,7 26504* — 8 |+70,0! 31,7 | 46 
5 2X 52 0,89 160 180 211956 —11 +560 290 52 

; 4X 45128 24 | 195 2131037 7.4°+56,5 27,0 48 


* Ungenauer Wert. 


























der Fliissigkeit zwischen Muskelfaser und Umgebung zusammenhangen. 
DaB er auch in Paraffiné] auftritt, steht dazu nicht im Widerspruch, 
weil ja hier ein Austausch mit der Zwischenfliissigkeit der Fasern eben- 
falls méglich ist. Im iibrigen muB dahingestellt bleiben, wie er im einzelnen 
zu deuten ist, ob er auf Aufnahme von Wasser oder auf Abgabe von 
Ionen, insbesondere K-Ion zu beziehen ist, das mit der Milchsaéure aus 
der Muskelfaser herausdiffundiert. 

Vergleichen wir das Resultat mit den frither von O. Meyerhof und 
W. Mohle sowie H. Hartmann gewonnenen Ergebnissen, so ergibt sich 
in den wesentlichen Punkten eine Ubereinstimmung, in quantitativer 
Richtung jedoch eine gewisse Abweichung. Eindeutig bestatigt sich der 
Befund Hartmanns, daB, am deutlichsten in Paraffinél, bei der Jodessig- 
siiurestarre ausschlieBlich Volumenkonstriktion, bei der normalen Ermii- 
dung als Endeffekt eine Volumendilatation auftritt. DaB in den Ver- 
suchen Hartmanns an jodessigsiurevergifteten Muskeln in Paraffin6l die 
gemessene und enzymatisch berechnete Volumenkonstriktion quantitativ 
iibereinstimmten, wahrend in unsern Versuchen der gemessene Effekt 
etwas zu groB ist, liegt wahrscheinlich an der Zeitdauer, indem offenbar 
erst nach Eintritt der Starre ein zusitzlicher konstriktorischer Effekt 
auftritt. Die Versuche Hartmanns dauerten nur etwa 5 Minuten von 
Reizbeginn, die unsrigen 50 Minuten und ergaben dann 20°, Zusatz- 
effekt, wahrend bei den dreistiindigen Versuchen des Abschnitts I 
(aber ohne Reizung) ein Zusatzeffekt von 60 °%, der berechneten Volumen- 
konstriktion auftrat. 

Anders bei den normalen Muskeln. Hier ist der Unterschied gegen 
die alteren Versuche zum Teil auf die seinerzeit weniger konstante 
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Basislinie zu beziehen. Daher schien es friiher, als ob in Ringerlésung 
im Endeffekt keine Dilatation bestehen bliebe, wahrend sich jetzt ein 
solcher dilatorischer Endeffekt ergibt, bei dem die auf Milchsaéure be- 
rechnete Dilatation 40°, des enzymatischen Wertes ausmacht. Auf 
der andern Seite ergibt sich in Paraffinél eine nicht betrachtliche Er- 
héhung dieses Effekts auf 50°. DaB sich in den Versuchen Hartmanns 
statt dessen ein Betrag von 80°, des enzymatisch berechneten ergab, 
liegt im wesentlichen an der verschiedenen Berechnungsart ; denn in den 
damaligen Versuchen betrug die Warmedilatation 60°, des ganzen 
dilatorischen Effektes, wihrend nur 40°, auf den chemischen Umsatz 
entfielen. Ein Minus von 20°, des Gesamteffektes bedeutet unter diesen 
Umstanden so viel wie ein Minus von 50°, des Volumeneffektes des 
chemischen Umsatzes (vorausgesetzt, daB die Warme genau richtig 
berechnet ist), und das wird auch jetzt gefunden. Da aber natiirlich die 
rechnerische Eliminierung der Warmedilatation ungenau sein muB, ist 
das jetzt erhaltene Resultat viel zuverlassiger. 


Zusammenfassung. 


Die totale Volumenanderung des Muskels in Ringerlésung und 
Paraffinél wird gemessen bei der Warmestarre, bei Jodessigsaurestarre, 
der Reizung normaler und jodessigsiurevergifteter Muskeln. In zwei 
verschiedenen Anordnungen ergibt sich, daB in allen Fallen eine durch 
Anderung des Molekularvolumens nicht erklarliche zusatzliche Volumen- 
konstriktion auftritt, etwas gréBer in Ringerlésung als in Paraffinél, und 
zwar vor allem bei Milchséurebildung. Auf diese Weise treten in Ringer- 
losung nur 40 °%, in Paraffinél 50° der enzymatisch gemessenen Dila- 
tation der Milchsaurebildung in Erscheinung. Umgekehrt ist die 
Volumenkonstriktion des jodessigsiurevergifteten Muskels zu grob. 
Bei relativ kurz dauernden Versuchen ist dieser Uberschu8 aber nicht 
betrachtlich. Eine gewisse Volumenkonstriktion laBt sich bei Ein- 
dringen von Valeriansdure in den Muskel feststellen. 








Der Einflub einiger Metallsalze auf die Milchsiuregirung. 
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As. Zlataroff und D. Kaltschewa. 


(Aus dem Chemisch-Medizinischen Institut der Universitit Sofia.) 
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Mit | Abbildung im Text. 










Die Versuche, die in den letzten Jahren besonders an biogenen Elementen 
angestellt wurden, liefern viele Hinweise fiir die Bedeutung der sogenannten 
katalytischen Elemente, fiir den EinfluB, den ihr Vorhandensein auf die chemi- 
schen Prozesse, die sich im tierischen und pflanzlichen Organismus voll- 
ziehen, ausiibt. AuBer den zehn schon ziemlich lange erforschten Elementen : 
As, B, Br, J, Si, Al, Cu, Mn, V und Zn sind in neuerer Zeit noch Nickel und 
Kobalt im lebenden Organismus entdeckt worden, und zwar im pflanzlichen 
Organismus von G. Bertrand und M. Mokragnatz', in allen tierischen Ge- 
weben, in gréBerer Menge besonders in der Bauchspeicheldriise und dem 
aus ihr isolierten Insulin? von G@. Bertrand und M. Macheboeuf?. 







Inwieweit Nickel und Kobalt am ErnahrungsprozeB und an den Wachs- 
tumserscheinungen teilnehmen, haben Sertrand und Mitarbeiter  fest- 
zustellen versucht, indem sie Mausen einerseits nickel- und kobaltfreie 
Nahrung, andererseits Nahrung mit zusatzlichen kleinen Mengen beider 
Elemente zufiihrten. Einige Hundertstel Milligramm Nickel und Kobalt 
der Nahrung beigefiigt, geniigten, um das Leben der mit dieser Nahrung 
gefiitterten Mause um ungefahr 17°, zu verlangern. Ein Zehntel der | 
mit der Nahrung aufgenommenen Metalle wird im Organismus zuriick- 
gehalten. 


Der EinfluB von Metallsalzen, insbesondere der des Kobalts, Nickels 
und Mangans auf Garungsvorgange ist bereits von WV. Jacoby, M. Rosen- 
blatt, G. Bertrand und Mitarbeitern* untersucht worden. Vorliegende 
Arbeit bezweckt in diesem Zusammenhang den EinfluB zu zeigen, den 
diese Metalle auf die Milchséuregaérung ausiiben. 

Die Versuche wurden mit Streptococcus lactis, isoliert aus Yoghurt, 
und Streptococcus lactis aus saurer Milch ausgefiihrt. 


Arbeitsmethodik. 


Als Nahrboden diente bei Streptococcus aus Yoghurt sterilisierte frische 
Milch, bei Streptococcus aus saurer Milch sterilisierte Molke, die vorher mit 


~ 


Soda auf das pyH-Optimum 7,2 der Bakterienwirkung gebracht wurden. 


'C. rv. 175, 458, 1922; Bull. Soc. Chim. 37, 544, 1925; 47, 326, 1930. —- 
2 C. r. 182, 1925; Bull. Soc. Chim. 39, 1646, 1926; 41, 1213, 1927. — * Bull. 
Soc. Chim. 37, 934, 1925; 39, 942, 1926. 4 Diese Zeitschr. 88, 128, 1922; 
140, 149, 1923; 170, 344, 1926; 175, 79, 1926; 209, 83, 1929; C. r. 157, 
199, 1913. 
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EinfluB8 einiger Metallsalze auf die Milchsaéuregiérung. 


In sterilen Erlenmeyer-Kolben wurden die verschieden konzentrierten Salz- 
lésungen (Chlorid, Nitrat, Sulfat Merck pr. A.) hergestellt, denen man je 
17 cem vom Nahrboden zufiigte und deren Inhalt man mit sterilem Wasser 
auf 20 cem (bei einigen Versuchen auch auf 50 cem) brachte. Die Kontrollen 
erhielten statt Salzlésung die entsprechenden Wassermengen. Man infizierte 
darauf den Nahrboden auf einmal. Die vorbereiteten Kolben wurden ver- 
schlossen und nach Vermerkung der Infektionszeit in einen Thermostaten 
von 38° gebracht. Die Versuche wurden in mehreren Parallelreihen aus- 
gefiihrt. Nach bestimmter Zeit wurden die Kolben herausgenommen, die 
Garung zum Stillstand gebracht und der Kolbeninhalt mit n/8 NaOH und 
Phenolphthalein titriert. Unter Beriicksichtigung des anfanglichen Saure- 
gehalts des Nahrbodens wurde auf die gebildete Milchséure umgerechnet. 
Bei den Versuchen mit den aus Yoghurt isolierten Streptococcen bestimmte 
man den Sauregehalt elektrometrisch, da die entstehende geronnene Milch 
eine Titration erschwerte. 


Wirkung der Mangan-, Nickel- und Kobaltchloride auf die Sdurebildung 
aus Milch. 


Die Versuche ergaben, daB der Zusatz von Mangan-, Nickel- und 
Kobaltsalzen zur Milch oder Molke in beiden Fallen die Aziditat erhoht. 
und zwar sowohl Cy als titrierbare Saéure (Tabelle a und b). 


Tabelle a. Wirkung von MnCl, auf die Aziditat der Milch. 














. “cm ee °c “0 
Nr. mol. Mn Cl» n/8 Na )H PH Nr mol. Mn Cl, | n 8 NaOH PH 
0 Kontrolle 1,8 6,35 6 0,5 3,9 — 
1 0,05 2,1 -- 7 0.6 — 5,46 
2 0,1 2,2 5,96 8 , - 5,42 
3 0,2 2.8 5,83 9 1 49 5,36 
4 0,3 31 _ 10 2 — 5,24 
5 0.4 3,6 5,59 
Tabelle b. 
Nr. ‘ Pu | Nr Ez. Pu Nr. ES Pu PE Nr. Pu 
0 | Kon- 3,34] 4 | 06 5,41} 0 Kon- 6,34 583] 4 06 5,53 
trolle 5 OW 5,41 trolle 5 0,8 5,49 5,20 
1 O14 590] 6 1 5,371 1° «20,1 | 5,99 553] 6 1 5,39 - 
21 0,2 | 5,71, 7 | 2 5,18} 2 02 578 530] 7 2 5,20 4,90 
8) 0,4 5,57 8 04 559 — 











Die Bestimmung der Aziditaétsianderung wurde immer bei gleichem 
Endvolumen ausgefiihrt. Bei Mangan wurde die Bestimmung titrimetrisch 
und elektrometrisch vorgenommen; bei Nickel und Kobalt nur elektro- 
metrisch, da gréBere Salzkonzentrationen durch ihre Farbe die Titration 
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stéren. Die Untersuchungen, die einerseits sofort nach dem Zusatz de 
Salze, andererseits nach bestimmter Zeit gemacht wurden, zeigten, dai 
sich die neue Aziditat nicht sofort, sondern nach einer gewissen Zeit einstellt. 
Kocht man die Fliissigkeit, so wird die Aziditat noch mehr erhéht, wie aus 
dem Beispiel des Kobalts in Tabelle Il hervorgeht. Die Tabellen zeigen, 
daB die Chloride der drei Elemente die Aziditat der Milch gleichermaBen 
erhoéhen. 
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Abb. 1. 


Abb. 1 gibt die Resultate von Tabelle I graphisch wieder. Kurve | 
stellt die pu-Anderung in Abhangigkeit des zugefiihrten Manganchlorids 
dar, wahrend Kurve IL die Milehsaéurebildung in Abhangigkeit des Salz- 
zusatzes verfolgt. 


Einfluf der Mangansalze auf die durch Streptococcus lactis aus Yoghurt 
hervorgerufene Milchsduregdrung. 


1 — 
10 Dis '/999 mol. 


Der Eintlui der Salze wurde in Konzentrationen von 
untersucht. Die Messungen wurden sofort, nach 6 und nach 20 Stunden 
vorgenommen; bei Mangansulfat auch nach 3 Stunden. Die folgenden 
Tabellen (Tabellen I bis X) geben die charakteristischen Erscheinungen. 
Es ist dabei in Spalte 2 verzeichnet: Konzentration des Salzes, ausgedriickt 
durch den Koeffizienten !/;)999 Mol.; Spalte 3: elektromotorische Kraft in 
Millivolt, gemessen unter Benutzung der Kalomelelektrode; Spalte 4: px der 
Mischung; Spalte 5: Wasserstoffionenkonzentration, errechnet aus der 
elektromotorischen Kraft; Spalte 6: die nach der Entwicklung der Bakterien 
erhéhte Wasserstoffionenkonzentration. Tabelle I gibt die sofort ge- 
messenen Kontrollbestimmungen vor der Entwicklung der Bakterien an 
(Tabellen LI bis X). 


Tabelle 1. MnSO,, Milch, sofort. 





m/10000 EMK. Pu Cu Ir. m/10000 EMK. Cu 


MnSO, MnSO, 


0,560 . 
0,449. 
0,338 . 
0,338 . 
0,338 . 
0,338 . 
0,338 . 


Kontrolle 1 6,41 0,388. 10-6 59 
1000 36,5 5.35 0,488. 20 
500 5,52 0,292. f 19 
200 5.75 0,174. & 5 
125 5,91 | 0,121. j 2 
100 5,91 0,108. 10-8 1 

66 5,18 0,736. 10-6 : 0.5 
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KintluB einiger Metallsalze aut die Milchséiuregiérung. 


Tabelle Il. MnSO,, Mileh, 3 Stunden. 





m 10000 nian wr 
MnSO, EMK,. Pu Co 


Kontrolle 87,4 6,18 0,648 . 10-° 
1000 136.0 5,35 0,429. 10-§ 
500 — _ 
200 112,7 5,76 0,173 .107-° 
125 106.9 5,85 0,185. 10~‘ 
100 103.0 5,92 0,123. 10-® 
66 95,6 6,04 0,996.10 © 
50 95.6 6,04 0,906 . 107° 
20 91,0 6,14 0,720. 10-8 
10 85,2 6,22 0,591 .10-° 
5 86,1 6,21 0614.10-° 
2 86,1 6,21 0.614 .10°° 
1 84,2 6,24 0,569. 10° ° 
0,5 84,2 6,24 0,569 .10°® 


Tabelle III. MnS0O,, Mileh, 6 Stunden. 





m/10000 ae " See 3 
Mn SO, EMK. Pu Co ote 


Kontrolle 124.3 5,56 0,271. 10° 2322 
1000 143,2 5 24 0,570. 10-8 320 
500 128,2 5,4! 0,322 .10-° 300 
200 124,3 5,56 0,273 .10-° 990 
125 126.3 5,5: 0,295 .10-* 1740 
100 126.3 5, be 0,295. 107° 1870 
66 126,3 0,295 .10-§ 2216 
50 126.3 0,295.10 ~° 2390 
20 126.3 0,295 .10-® 2501 
10 111,2 0,244 .10-° 1102 

5 111, 0,244.10~°° 1102 

2 111, 0,244. 107° 1102 

1 111, 0,244 . 10 1102 

V5 111, 0.244.107 1102 


Tabelle IV. MnSO,, Milch, 20 Stunden. 





0.000 " SEO se 
m/ 10006 : Cu ( H 


Mn 80, EMK. Ca ee 


Kontrolle 178.7 : 222 112 
1000 166.8 ; 6 720 
590 176.6 ; 17 980 
200 180.5 : 22 560 
125 184.4 . ; 27 090 
100 184.4 mi ‘ 27 220 
188.0 2 32 366 

188.0 ’ 32 540 

186.4 : 39 351 

185.4 ; 29 262 

182.4 . 25 860 

182,4 $ 25 860 

182.4 ; 25 860 

182.4 DS ; 25 860 
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As. Zlataroff u. D. Kaltschewa: 


Tabelle V. Mn(NO,),., Milch, sofort. 





m 10000 
Mn(N O3)2 


~ 
_— 


Kontrolle 
1000 
500 
200 


EMK. 


81,7 


143,2 5,2 
125,7 | 5, 


111,5 


> Olde ODO 


~ 
S 


125 =: 103,6 
100 ~=—-:101,6 
66 97,6 


Tabelle VI. 


Ca 


0,517. 
0,579 . 
0,287 . 
0,165 . 
0,121. 
0,111. 
0,952 . 


Nr. 


7 
8 
9 
10 
11 
12 





m/10000 


Mn(N Og)o 


50 
20 
10 

5 


EMK. 


91,6 
87,6 
87,7 
87,7 


2 
1 


PH 


6,11 
6,18 
6,28 
6,28 


Mn(NO,),, Milch, 6 Stunden. 


~ 
_ 
~ 


scocooS 
Crororo1 gas) 
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m/10000 
Mn(N O3)9 


Kontrolle 
1000 
500 
200 
125 
100 
66 
50 
20 
10 
5 
2 
1 


Tabelle VII. 


131,5 
147,4 
1434 
145,4 
145,4 
145,4 
141,4 
141,4 
139.4 
137,4 
137,4 
137,4 
133.5 


5,30 
5,34 
5,34 
5,34 
5,40 


Cx 


0,359 . 
0,881 . 
0,570. 
0,621. 
0,521. 
0,531 . 
0,431 . 
0,492 . 
0,445. 
0,445. 
0,445. 
0,445. 
0,390. 


Mn(NO,),, Milch, 20 Stunden. 


3933 
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m, 10000 
Mn(N O3)o 


Kontrolle 


1000 


EMK. 


181,7 
151,2 
179,7 
186,0 
186,0 
181,7 
181,7 
181,7 
183,6 
183,6 
183,6 
183,6 
183,6 


Cy 


0,250 
0,780 
0,236 
0,301 
0,301 
0,254 
0,254 
0,254 
0,216 
0,216 
0,216 
0,216 
0,216 


Cy 


Cy 
10-9 


24 483 

2010 
20 730 
28 450 
28 890 
24 290 
24 490 
24 648 
20 953 
21 083 
21 083 
21 083 
21 083 





Einflul} emiger 


Tabelle 


VILL. 


MnCl,, Milch, sofort. 


Metallsalze auf die Milchsauregaruny. 





m, 10000 
MnCl, 


Kontrolle 
1000 
5, 10 
200 
125 
100 
66 


EMK. py 


72,8 6,43 


14.8 5 
98,3 | 6,0 
91,4'6,12 


Cy 


0.382. 
0,454. 
0,365. 
0,168 . 
0,124. 
0,996 . 
0,729. 





Nr 


m, LOO 
MnCl, 


50 
20 


10 


5 
2 
1 
0.5 


EMK. 


86.5 
78,7 
73,8 
73,8 
72,8 
72,8 
72,8 


Pu 


6,20 
6,33 
6.41 
6,41 
6,43 
6,43 
6,43 


Cy 


Tabelle IX. MnCl,, Milch, 6 Stunden. 





m/10000 
MnCl, 


Kontrolle 

1000 
50) 
200 
125 
100 

66 

50 

20 

10 


Tabelle X. 


> 


WR WwWHWewwwwe w 


OO orsi nt oss) 


Crore Cr wk wo Kw Oo 


MnCl,, Mileh, ¢ 


Cy 


0,337 . 
0,570. 
0,490 . 
0,527. 
0,452. 
0,452 . 
0.419. 
0.390. 
0,452. 
0,452. 
0,419. 
0,359 . 
0,337 . 
0.387 . 


Stunden. 


H~ Cy 
. 10-9 


2988 
1160 
1250 
3590 
3280 
3524 
3471 
3275 
4059 
4138 
3808 
3298 
2988 
2988 





m 10000 
MnCl, 


Kontrolle 


1000 
500 
200 
125 
100 

66 
55 
20 
10 
5 
2 


1 
0.5 


182.1 
156.6 
172,3 
188,0 
184.1 
188,0 
188.0 
186.0 
186.0 
194.0 


182.1 
180.1 


Biochemische Zeitschrift Band 284. 


PH 


Cu 


0,258 . 
0,960 . 
O177 . 
0,321. 
0,279. 
0,323. 
0,320. 
0,308 . 
0,308 . 
424 . 


0,258 . 
0,238 . 


na — Cy 


. 10-9 


25 418 

5 060 
22 150 
30 420 
26 660 
31 304 
31 571 
30 175 
30 339 
42118 


25 418 
23 418 











Ls As. Zlataroff u. 





D. Kaltschewa: 


LinfluB von Mangan-, Nickel-, Kobalt- und Eisensalzen auf die durch Strepto 
coccus lactis aus saurer Milch hervorgerufene Milchsduregdrung. 

Bei den Versuchen mit diesen Bakterien diente Molke bei px 7,2 als 
Nahrboden Es wurden Konzentrationen von m/100 bis m/100000 gepriift ; 
der erhéhte Sauregehalt wurde titrimetrisch festgestellt. Die Entwicklung 
der Bakterien dauert 6 Stunden. Folgende Tabellen zeigen die erhaltenen 
Resultate. Da gréBere Salzkonzentrationen auch hier die Aziditat ver- 
andern, wurde auch die Anfangsaziditat gemessen, die von der Endaziditat 
abgezogen wurde. 

Die in den Tabellen angefiihrten Resultate zeigen, da} alle unter- 
suchten Kationen (Nickel, Kobalt, Mangan, Eisen) einen EinfluB auf die 
Milchséuregérung ausiiben. Dieser KinfluB ist bei den verschiedenen 
Kationen von ihrer Natur abhangig und hangt wiederum in jedem 
einzelnen Falle von der Salzkonzentration ab. Bis zu einer bestimmten 
Konzentration haben alle einen bei den verschiedenen Elementen 
verschieden stark hemmenden EinfluB auf den Gang des Prozesses. 


Tabelle XI. MnSO,, Molke, 6 Stunden. 

















Aziditit Aziditit 
cem n/8 NaOH eem ns NaOH 
‘ m/10000 ; | Milch- ~ m/10000 : Milch- 
Nr. MnSO, a © 2 } siure Nr. MnS 0,4 Q = siiure 
of earls 8 , © 
au) $5 | SS] es 
e; *) 8] gz 7 id 
0. Kontrolle| 3,2) 6,7 3,5 0,0156 6 2 3:21 7.0 138 0.0171 
1 100 8,8} 9,9 | 1,1 0,0049 7 1.5 3,2 6,8 3.6 0.0162 
2 50 58° 8,6!28 | 0,0126 8 1 3.2 6.8 3,6 0,0162 
3 20 40 7.6 3,6 0,0161 9 0,5 8,2 6,8 | 3,6 0,0162 
4 10 8,6 7,4 | 3, 0,0171 LO (0,2 3,2 6,8 3,6 0,0162 
5 5 8.31 7,0 | 37 0.0166 | 11 0,1 3,2 6,8 | 3,6 0,0162 
Tabelle XII. Mn(NO,),, Molke, 6 Stunden. 
Aziditit Aziditit 
ecem n/8& NaOH eem n/8 NaOH 
, m/10000 Mileh- || mi10000 5 Milch- 
NT. Mn (NO,)> S 2 = sdure Nr. Mn (NOs) = ¢ = siure 
#8 | 55 | 53 3s §e fs 
2; Sk) E b] 6 
0 Kontrolle) 3 10,0) 7 0.0315 6 2 S Ob] 7 0.03819 
1 100 7,2! 9,3; 2,1 ) 0,0094 | 7 1,5 3 9,9 6,9  0,0310 
2 50 49 8.9) 4 0.0180 S 1 3 99 69 0.0310 
3 20 3,5; 7,8) 4,3 0,0193 9 05 3 99 69 0,0310 
4 10 3,2 | 10,1} 6,7 0,0210 | 10 0,2 3 (10,1) 71 0,319 
5 5 3 10,3' 7.3 0,0828 | 11 0.1 S 10-1 2 0,315 
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Tabelle XIII. 


KinfluB einiger Metallsalze auf die Milchsauregaruny. 


MnCl,, Molke, 6 Stunden. 





Aziditit 
cem n/&8 NaOH 








Aziditit 
cem n/8 NaOH 



























m/10000 Milch- ee m)/10 000 s Milch- 
Nr MnSO, 2 siiure Nr. | MnSO, a 2 siiure 
us c= its 
ris efi os 
be z. =| * - 
0 Kontrolle 2.8.10 7,2 0.0318 6 2 28:10 7,2 0.0324 
| 100 7,1 |11,8) 4,7 0,0211 7 l 2,.8| 9,9! 7,1 0.0319 
2 50 5,3 | 11,3) 6,1 0,0274 8 0.5 28/10 {7,2  0,0324 
3 20 3,1 | 10,5! 7,4 0,0342 9 0,2 2,8} 9,9) 7,1 0.0319 
4 10 3 {10,5} 7,5 0,0332 | 10 0,1 2.8110 | 7,2 0,0324 
5 5 2,8;10 | 7,2 0.0324 
Tabelle XIV. CoS0O,, Molke, 6 Stunden. 
Aziditit Aziditit 
eem n/&8 NaOH cem n& NaOH 
pa m/10000 Milch- . m/10000 . 7 Milch- 
Nr CoSO, a 2 siure Nr CoSO, = 2 siure 
a : 2% Fe 
4 = S Ere 
= - &o g = g 
0 Kontrolle| 0,9 81 | 7,2 0.0322 6 2 0.9 6.5 5.6 0.0252 
1 100 - — 7 1,5 0,9| 6,7 58 0.0261 
2 50 2,2 | 2,2 - 8 1 0,9; 7,1 | 6,2 0,0279 
3 20 12 17.05 0,002 19 O5 09 72163. 0,0283 
4 10 0,9! 41 | 3,2 0.0144 110 0.2 09 79 7 0.0315 
5 5 0,9 5,9 | 5,0 0.0225 11 0,1 09 8 aol 0.0319 
Tabelle XV. Co(NO;),, Molke, 6 Stunden. 
Aziditit Aziditit 
cem n/8 NaOH cem n/8 NaOH 
T. m/10000 Milch- , m/10000 f Milch- 
Nr Co(NO,)o siiure Nr. COUN O4)o = P) siure 
' 12 ioe 
3 aw) &= 
= & 
g = g 
0 Kontrolle 1 8,3 | 7,3 0.0328 6 2 1 |56 46.  0,0207 
1 100 7 1.5 1/59 49 0,0220 
2 50 2,5 22 — 8 1 1 | 6,5) 5,5)| 0,0227 
3 20 1,2) 1,1 9 0,5 1 | 7,316,3) 90,0283 
4 10 it) 22 i 0,0049 10 0,2 1 8 7,0 0.0315 
5 5 I 4 3,0 0.0135 | 11 0.1 1 | 82'!7,2) 0,0324 





As. Zlataroff u. D. Kaltschewa: 


Tabelle XVI. CoCl,, Molke, 6 Stunden. 





Aziditat Aziditat 
cem un 8 NaOu ecm n& NaOH 


m/ 10.000 i Milch- =F m/10000 a Milch- 
Col, ¢ saure ‘eal Col, ¢ siiure 


groberte 


groberte 


Kontrolle 7,8 6; 0.0306 j 2 52, 00,0233 
100 . Ri 3.6 5.6 0,0252 
50 ,b | 2, 8 36 5.6 00,0252 

29 x, a 0.5 9 5S 0.0265 

10 3.9 | 2,$ 0.0130 0,2 5 6.5 0.0292 

5 5 9 0.0202 0.1 5 6.7  0,0301 





Tabelle XVII. NiSO,, Molke, 6 Stunden. 





Aziditit Aziditit 
ecm n/&8 NaOH ecm n/8 NaO 


m/10000 Milch- = m/10000 ee : Milch- 
NisSO, siiure on NiSO, ¢ siure 


end- 
giiltige 


ver- 
groBberte 


= 


groherte 


Kontrolle 2.3 4,5 | 2,2 0,098 ) , 2,é 5 | 2, 0,0099 

100 6.8 6.5) — Jf ye 6 23. 0.0103 
50 3.7 3,8) — -- ; — |- - 

20 o7 | 28} - ~- 0.5 2,é va? 0,0108 

10 24 26 — - 10 0,2 2. 512.3 0,0108 


5 2.3 3,7 1.4) 0,0063 | 11 0,1 2.3 0,0108 





Tabelle XVIII. Ni(NO,),, Molke, 6 Stunden. 





Aziditat Aziditat 
cem n/8 NaOH ecm n/& NaOH 


m/10.000 Milch- 7 m/10000 Milch- 
Ni(NO,)o shure "NI (N Ug)o siure 


giiltige 
groperte 


giiltige 
griberte 


fiingliche 


a 
= 
~ 


a 
© os 
sk 

ens ee es 


0.0328 
0.0337 
0.0337 
0.0333 
0.0324 
0.0319 


0,0319 


— 
=I 


Kontrolle 
100 
50 
20 
10 


0 


e = 
ws 
Io OO 


Lo bo bw © > 
m Do Ww co 


0.6 0,0270 
6,1 0.0174 














EinfluB einiger Metallsalze aut die Milchsauregarung. 


Tabelle XIX. NiCl,, Molke, 6 Stunden. 
















































Aziditat Aziditit 
cem n/8 NaOH ecm n/8 NaOH 
: m/10000 é Mileh- = m 10000 Milch- 
Nr. NiCl, g 2 siiure Nr NiCl, = siiure 
ee = 5 . 
- ~ “* - , - ~ ~ 
0 |Kontrolle 1,8 7,3 5 0,0247 6 2 18 7,1)5,6 | 6,0252 
) 1 109 63 — 7 1.5 1,8 7,5)\5,7. 0,0256 
2 59 3,2 — - 8 1 1,8 | 7,5 5,71 0,0256 
3 20 24 — oo 9 0,5 18 7,2 5,4 0,0243 
) 4 10 2,2 45/23  0,0103 | 10 0,2 18 74 56 0,0252 
5 5 2 7.4) 5,1 0.0229 | 11 0,1 1,8 | 7,3 | 5,6 0.0256 
Tabelle XX. FeSO,, Molke, 6 Stunden. 
Aziditat Aziditiit 
ecm n'8 NaOH cem n/8 NaOH 
: m 10000 Milch- = m/10000 % Mileh- 
N FeSO, = oo < siure Nr. FeSO, a siure 
6s | es 2% 
i “ Fo = 
0 | Kontrolle 2 9.8 7,8 0.0351 6 2 21 10.2 81 0,9364 
l 100 - i — — 7 1.5 2 98) 7,8 0.0351 
2 50 53 89 36 0,0142 8 1 2 |10 18 0,0360 
3 20 3,1 9,8: 6,7 0,0201 9 0,5 2 110 {8 0,0360 
4 10 25 98 63 00288 10) 02 2 98 7,8 0,0351 
5 5 25 10,1 7.6 0,03842 11 0,1 2 98 7,8 0,0351 
Tabelle XXI. FeCl,, Molke, 6Stunden 
Aziditiit Aziditiat 
ecm n8 NaOH ecm 1/8 NaOu 
; m/10000 rare. Milch- - m/10000 Milch- 
Nr. FeCl, 2 p sdure Nr. Fe Cl, © | siure 
ta 58 t= 
os > = o 3 
te g u 
0 | Kontrolle) 1,2 | 7,2) 6 0.0270 6 2 1,3 | 7,2; 5,9); 0,0265 
1 100 7 1.5 1,2 | 7,3 | 6,1 0.0274 
2 50 6,5 , 7,8: 1,3)! 0,0050 8 1 1,2 | 7,4; 62; 0,0279 
3 20 36,78 42. 0,0189 9 0.5 1,2 | 7,3} 6,1 0,0274 
4 10 2.3 17,7 54 > 0,0243 [10 0,2 12 7,0'5,8) 0.0261 
5 5 18 7.4 56) 0,0252 }11 0,1 1,2 | 7,216 0,0270 







As. Zlataroff u. D. Kaltschewa: 


Mit Verringerung der Salzkonzentration nimmt der hemmende Einflub 
allmahlich ab, um in starkere oder schwachere Férderung tiberzugehen 
oder zu verschwinden. 
















Das Chlorid, Sulfat und Nitrat des Mangans wirken in gleicher Weise 
auf die Verainderung der aktuellen Aziditat der infizierten Milch. Ent- 
sprechend der Konzentration wirkt das Salz im Anfang paralysierend, 
spiter schwach férdernd. Im Anfang des Prozesses, bei den Messungen 
nach 3 Stunden, wirkt das Mangan bei den gepriiften Konzentrationen 
nur hemmend. Danach erscheint auch der schwach férdernde Einfluf, 
und zwar bei den Konzentrationen m/500 bis m/1000; die gréBeren Kon- 
zentrationen wirken auch weiterhin hemmend. Im allgemeinen liegt bei 
den drei Salzen: Manganchlorid, Mangannitrat und Mangansulfat die 
schwach férdernde Wirkung zwischen den Konzentrationen m/100_ bis 
m/ 1000. 


Die zweite Versuchsreihe mit Streptococcus lactis, von sauer gewordener 
Milch auf Molke geziichtet, zeigt den Einflu8B der Mangan-, Nickel- und 
Kobaltsalze auf die titrierte Gesamtaziditat beim GéarungsprozeB, wie in 
Tabelle XXII zusammenfassend wiedergegeben ist, wobei die Resultate der 
Kontrollversuche mit 100 bezeichnet sind. 
























Tabelle XXII. 





| 
Mn- Ni- Co- 

Nr. oe | ee = ————| FeCl; FesO, 
Cl» SO, |(NO3)2|} C SO, |(NOs)2 Cl, | SOx (NO5)2 | 





ce) 


K |} 109 | 100 100 | 100, 100 | 100 ; 100 | 100 | 100 100 = 100 
1 | 66 31 30 —- -- — — — - ~~ —. 
2 86 81 57 — - = — a — 21 3 
3 | 104 | 101 61 ~ = = _ — 1 = 60 57 
4 | 107 | 109 66 41 4 84 42 44 | 65 90 80 
5 | 101 | 106 104 92 64 55 66 69 | 41 93 97 
6 | 101 | 109 98 102. 100 )=102 76 78 | 63 98 103 
7 | 100 | 103 98 103. 105 = 105 82 81 67 101 100 
8 | 101 | 103 98 103 | — 105 82 86 69 103-102 
9 |.100 | 103 101 98 110 104 86 87 86 101 102 
10 | 101 | 103 | 100 102. 105 =6101 || 95 97 | 96 96 100 
11 | 101 — 109 102 | 105 100 98 99 98 100 100 


Von den vier gepriiften Elementen hat das Mangan die am schwiachsten 
ausgeprigte katalytische Wirkung auf den Gang der Milchséiuregairung. Der 
hemmende Einflu8, der sich bei den gr6Beren Konzentrationen bemerkbar 
machte, nimmt allmahlich ab, geht in einen schwach férdernden iiber und 
gleicht sich mit der Kontrolle aus. Bei FeCl, und FeSO, haben wir eine 
analoge Wirkung, die in starkerer Hemmung des Prozesses besteht, die 
allmahlich abnimmt und die Kontrolle kaum iibersteigt. Die Wirkung des 
Nickels und Kobalts ist stairker ausgepragt. Wahrend Mangan und Eisen in 
den untersuchten Konzentrationen den ProzeB nicht véllig zum Stillstand 
bringen, entwickeln sich die Bakterien bei Nickel und Kobalt bis zur Kon- 
zentration m/100 bis m/500 nicht. In den Konzentrationen bis zu m/5000 
entwickeln sich die Bakterien wie in den Kontrollen. Die darauffolgenden 
Konzentrationen férdern ihre Entwicklung schwach. Beim Kobalt herrscht 
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KinfluB einiger Metallsalze auf die Milchsaiuregirung. 


bis zu m/1000 Stillstand des Prozesses. Bei den nachfolgenden schwacheren 
Konzentrationen der Kobaltsalze verringert sich die hemmende Wirkung 
ohne in eine férdernde iiberzugehen. 


Aus diesen Angaben ersieht man, daB die gepriften Elemente 
hinsichtlich ihrer hemmenden Wirkung auf die Milchséuregérung 
folgendermaBen geordnet werden kénnen: 


Mn < Fe < Ni< Co, 


was bis zu einem gewissen Grade mit dem Befund von Rosenblatt und 
Mordkowitsch (1. c.) tuber den EinfluB dieser Metalle auf die Essigsaure- 
gairung ubereinstimmt. Analog ist die hemmende Wirkung dieser Metalle 
auf die Urease. 

Unsere Untersuchungen stimmen auch mit den Gesetzmabigkeiten 
iiberein, die von J. Verne und Ch. Sannié! bei ihren Untersuchungen 
iiber den EinfluB der Salze von 30 Metallen auf die Fibroblasten eines 
Hiihnerherzens, die in vitro in hangenden Tropfen geziichtet wurden, 
gefunden worden sind. 


1 |. e.; Bull. Soe. Chem. Biol. 15, 1022, 1933. 








Uber den EinflubB von Hefe und Hefeextrakten auf die 
Darmbewegungen. (Versuche am isolierten Darm.) 


Von 
H. Wastl. 


(Aus dem Department of Physiology and Biochemistry ', Cornell University 
Medical College, Ithaca, N. Y.) 


(Eingegangen am 9, November 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Fioleitung. 

Es ist eine alte Erfahrung der Volksmedizin, daB Frischhefe, wenn 
sie regelmaBig in Fallen chronischer Obstirpation genommen wird, als 
mildes Laxativ die Stérungen weitgehend behebt. 

Aus den zahlreichen Literaturangaben soll nur einiges erwahnt werden *. 
Die ausgezeichnete Monographie von Alvarez® gibt eine zusammenfassende 
Darstellung der Probleme der Darmphysiologie (Literatur bis 1928). Als 
neuere Zusammenfassungen sollen noch die Artikel von Boldyref{f, Dukes 
und Leukeit erwihnt werden. In der vorliegenden Mitteilung wurde der 
EinfluB von Hefefiitterung und von Hefeextrakten an isolierten Darm- 
stiicken (Katzen) studiert. Auf Arbeiten, die sich im besonderen mit dem 
vorliegenden Problem beschaftigen, wird spater eingegangen werden. 

Zweifellos enthalt Hefe darmaktive Substanzen. Wir haben ver- 
sucht, durch eine vergleichende Untersuchung an tiberlebenden Darm- 


' Die Versuche wurden in der Physiologischen Abteilung des Instituts 

(Vorstand Professor Dr. J. A. Dye) durchgefiihrt, dem ich fiir seine Gast- 
freundschaft danke. 2? Herbomez, Dissertation Paris 1904; siehe auch 
Roos, Semaine Medicale 1900, 8. 382; Faisans, Bull. de la Soc. Med. des 
Hospitaux 1900; Thiercelin u. Chevrey, Revue de Therapeutique medico- 
chirurgical, 1899, 8S. 799; Caillau, Dissertation Paris 1900; Hawk, Knowles, 
Rehfuss u. Clarke, J. Amer. Med. Assoc. 69, 1243, 1917; Hawk, Smith 
u. Holder, J. Amer. Med. Assoc. 1919, 8S. 199; Reeves, N. Y. Med. J. 115, 
637, 1922: Smith, J. Lab. Clin. Med. 7, 473, 1922; Osborne, Principles of 
Therapeutics 1921, 8S. 615. Ahnliche Feststellungen macht Aaron, Diseases 
of the digestive organs. Philadelphia 1918; Weitzel u. Winckel, Die Hefe und 
ihre Bedeutung als Nahrungs- und Heilmittel. Biicher der Hygiene und 
Volksernihrung. Berlin 1932; W. H. Walkeru. E. L. Heintz, Arch. of Therap. 
1926, S. 152; J. R. Murlin u. H. A. Mattill, Amer. J. of Physiol. 64, 75, 
1923; D. W. Thorup u. A.J. Carlson, ebenda 84, 90, 1928; £. Still u. BE. M. 
Koch, ebenda 85, 33, 1928; Proc. of the Soc. of Exper. Biol. and Med. 25, 
445, 1928; #. Still u. E. M. Koch, Amer. J. of Physiol. 87, 225, 1928. 
3 W.C. Alvarez, The mechanics of the digestive tract. New York, P. B. 
Hober, 1928; W. N. Boldyreff, Ergebn. d. Physiol. 29, 485, 1929; H. H. 
Dukes, J. Amer. Vet. Assoc. 77, 222, 313, 1930; 78, 235, 1931: W. Leukeit, 
Ergebnisse der Physiol. 35, 573, 1933. 
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stiicken von den verschiedenen Abschnitten des Darmtrakts den Mecha- 
nismus der Hefewirkung auf die Darmmotilitat zu studieren. 
BekanntermaBen weist das Darmrohr vom Duodenum bis zum 
Rectum in einer Reihe von Ziigen charakteristische Unterschiede auf. 
Nach den Untersuchungen und der Theorie von Alvarez (|. ¢.) bestehen 
gradients’. Der Stoffwechsel des Duodenums ist am héchsten und 
nimmt iiber den Darmtrakt bis zum Rectum ab. Ebenso ist die 
Frequenz der Kontraktionen am héchsten im Duodenum (rhythmic 
gradient from pylorus to colon). Die Darmbewegungsformen (Petri- 
staltik, Quer- und Langspendeln, stehende und fortschreitende Wellen, 
rhythmische Segmentierungen, Roll- und Spritzbewegungen, Magnus- 
sche und andere 'Tonusschwankungen) zeigen charakteristische Ande- 
rungen im Verlaufe des Darmtrakts, ebenso wie Erregbarkeit gegeniiber 
mechanischen, elektrischen und chemischen Reizen, Latenzzeiten, 
TemperatureinfluB, CO,-Produktion, Katalasegehalt usw. 


Methode. 


Die Versuche wurden an isolierten Darmstiicken von Katzen durch- 
gefiihrt. Katzen eignen sich als Versuchstiere nach meinen Erfahrungen! 
besser als Kaninchen, Hunde, Meerschweinchen und Ratten. 

Die Versuchsanordnung folgte den Angaben von Polansky? (kon- 
tinuierliche Durchstr6mungsmethode). Das Wasserbad, in dem sich das 
2000 cem fassende Becherglas mit luftdurchperlter Locke-Lésung*® und dem 
durchstr6émten Darmstiick (10cm Lange in allen Versuchen) befand, war 
automatisch innerhalb 0,05° C reguliert. Die Temperatur der das Darm- 
stiick umgebenden und dasselbe durchstr6menden Locke-Lésung war in 
allen Versuchen 39,6° C. 

Von den Darmbewegungen wurden die Lingsmuskelkontraktionen 
(Pendelbewegungen der Laéangsmuskulatur) und rhythmischen Segmen- 
tationen (nach dem Ausdruck von Cannon *) registriert. 

is erwies sich als vorteilhafter, den Schreibhebel, der die Langs- 
muskelkontraktionen und Tonusschwankungen aufzeichnete, nicht, wie 
Polansky (l.c.) angibt, mit dem kurzen Glaskniestiick zu verbinden, an 
dem das obere (anale) Ende des vertikal aufgehingten Darmstiickes 
eingebunden ist, sondern fiir das abfiihrende Durchstr6mungssystem ein 
T-Stiick zu wahlen, dessen beide Arme einen diinnen Gummischlauch 
tragen und damit den Langsmuskelbewegungen weniger Widerstand ent- 
gegen setzen. Der Verbindungsfaden wurde mit einer leichten Serrefine 


' Zu ahnlichen Resultaten kam A. Waugh Young, Quart. J. of Exp. 


Physiol. 8, 347, 1914. 2 J. B. Polansky, Amer. J. of Physiol. 88, 488, 
1928 (dort auch Literaturangaben und eine Abbildung der Versuchsanord- 
nung). 3 Locke-Lésung (fiir jeden Versuch frisch hergestellt): NaCl 
9,00 g, KCl 0,42 g, CaCl, 0,24 ¢, MgCl, 0,05 g, NaHCO, 0,5 2, Glucose 
1,00 g in 1000 cem Aqua dest., pH = 7,4. * Diese rhythmischen Volumen- 


iinderungen, an denen vor allem die Ringmuskulatur beteiligt ist, kOnnen 
auch als propulsive Peristaltik oder als rhythmische peristaltische Wellen 
bezeichnet werden. 
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direkt an der Darmwand unmittelbar unterhalb der oberen EKinbindungs 
stelle befestigt. Damit konnten longitudinale Kontraktionen und Tonus 
schwankungen direkt und besser registriert werden. Die Lange des Schreilb 
hebels vom Angriffspunkt des Fadens bis zur Schreibspitze wal 
170 mm. 

Die rhythmischen Segmentationen (rhythmische Volumenschwankungen, 
peristaltische Bewegungen der Ring- und Langsmuskulatur) wurden mit 
einem Hértle-Volumenrekorder aufgezeichnet (Hebellinge 120 mm). 

Das Konstanthalten des Durchstr6mungsdruckes (Innendruckes) 
wurde dadurch erreicht, da ebensoviel Locke-Lésung als aus dem ab 
fiihrenden System abtropfte, staéndig in das Durchstré6mungsvorratsgefal 
nachfloB, wodurch der Fliissigkeitsspiegel desselben auf unveranderter 
Hohe blieb. Seit den grundlegenden Arbeiten von P. Trendelenburg und 
anderen Autoren! iiber die Abhangigkeit der Darmarbeit vom Innendruck 
geht das Bestreben dahin, die jeweiligen optimalen Bedingungen fest 
zustellen und festzuhalten, wenn Kurven in Versuchsserien vergleichbar 
sein sollen. 

Veriinderungen des Druckes im System haben innerhalb weiter Grenzen 
keine Anderungen der individuellen Schlagfrequenz des isolierten Darm- 
stiicks zur Folge, wohl aber Anderungen in der Menge des geférderten 
Volumens (Schlagvolumen) und damit in der GréBe der registrierten rhythmi 
schen Segmentationen *. 

Als Seitenarm der Durchstr6mungsanordnung diente eine Pipette, 
graduiert in 0,05 cem. Ein Kapillarrohr verband das obere Ende des Seiten- 
armes mit dem Hirtle-Tambour. 

Das DurchstrémungsgefaB konnte beliebig gehoben und _ gesenkt 
werden. Der Fu des tragenden Stativs war 75 mm tiefer als das untere 
(stomachale) Ende des Darmstiickes. Nach zahlreichen Versuchen wurde 
der optimale Durchstré6mungsdruck* — Flissigkeitsspiegel der MJarriotte 
Flasche 450 bis 460 mm iiber dem Stativfu8 — gefunden und in allen folgen- 
den Versuchen innerhalb dieser Grenzen gehalten, so daB alle Kurven nach 
Eichung direkt vergleichbar wurden. 

Die Ausschlige des Tambourhebels wurden so geeicht, da8 an Stelle 
eines Darmstiickes ein gleichlanger Druckschlauch montiert wurde. 

._ In der vorliegenden Mitteilung sind in allen Tabellen die Werte 
folgendermaBen bestimmt: 


1. Rhythmische Segmentationen (Rhythmische Volumenianderungen). 


a) Frequenz pro Minute. 

b) Druckaénderungen in mm Wasserdruck (Durchschnittswerte pro 
Segmentation). Da die rhythmischen Segmentationen nicht maschinenartig 
regelmaBig sind, war es notwendig, in den Kurven in langen Strecken fiir 
jede einzelne Segmentation die GréBe der Ausschlage zu messen, den Mittel- 
wert zu berechnen und in mm Wasserdruck auszudriicken. 


' P. Trendelenburg, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 81, 55, 1917: 
M. Baur, ebenda 100, 95, 1923; W. Straub, Vioud u. L. Leo, ebenda 169, 
lu. 18, 1933. * Siehe auch H. Oettel, ebenda 175, 588, 1934. 3 Opti- 
mal ist jener Durchstrémungsdruck, unter dem die Ring- und Langs- 
muskulatur (rhythmische Volumenanderungen und longitudinale Kontrak- 
tionen) gleichzeitig arbeitet. 
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Tonusanderungen sind ohne weiteres im Verlaufe eines Versuchs in 
den Kurven deutlich und meBbar. (Ansteigen oder Fallen der FuBpunkte 
der Kurven). 
2. Langsmuskelkontraktionen. 

c) Frequenz pro Minute. 

d) Das Ausmaf derselben ist in mm derart ausgedriickt, daB in den 
Kurven der vertikale Abstand der FuB- und Spitzenpunkte gemessen und 
daraus der Mittelwert berechnet wurde. 

Da die HebelvergréBerung, ebenso wie die Lange des isolierten Darm- 
stiickes, in allen Versuchen dieselbe war, so sind meiner Meinung nach, soweit 
es iiberhaupt in physiologischen Versuchen méglich ist, die Werte vergleich- 
bar. 

Tonusinderungen sind ebenso leicht festzustellen. 

Untersucht wurde vergleichsweise unter Konstanthaltung aller Ver- 
suchsbedingungen : Duodenum — Jejunum — lleum-——Colon. Die Versuchs- 
tiere wurden mit Urethan (2 g pro kg subcutan) narkotisiert und am ersten 
Tage 2 bis 3 Darmstiicke dem lebenden Tiere entnommen. Dann wurde 
das Tier get6tet und eine Reihe von Darmstiicken in Locke-Lésung (reine 
Locke-Lésung und Locke-Lésung + Hefeextrakt) im EFisschrank aufbewahrt 
und nach | bis 5 Tagen herausgenommen und montiert. 

Die Versuchskatzen waren teils unter Standardfiitterung (50 g Biichsen- 
Lachs pro Tag) gehalten, teils erhielten sie bis zu 8 Wochen pro Tag 
und Tier 9 g Frischhefe diesem Futter zugesetzt. Jedes Tier wurde individuell 
gefiittert und konsumierte die Tagesration an Hefe (XR-Standard Product 
von Fleischmann Yeast Co.), die unter die Lachsration gemischt wurde, 
vollstandig! In der vorliegenden Untersuchung wird iiber Versuche an 
36 Katzen berichtet. Jedes Tier nahm zur Ausarbeitung 4 bis 5 Tage in 
Anspruch. Die Geschwindigkeit des Schleifenkymographions war in allen 
Versuchen konstant, 6 mm pro Minute (Zeitmarken: 15 Sekunden-Intervall). 


Hefeextrakte. 
Untersucht wurde das neue Standardprodukt XR-Hefe (fleischmann 
Yeast Co.). In fast allen Versuchen wurde der Wasserextrakt verwendet, 
in einigen auch ein Alkohol- und Acetonextrakt. 


Herstellung des Wasserextraktes. 


450g Frischhefe (XR) + 500cem Aqua dest. + 100 cem Toluol. 
Autolysiert im Brutschrank wihrend 7 bis 8 Tagen bei 35° C, dann filtriert. 
Vor Verwendung wurden aus dem klaren Filtrat die letzten Spuren des 
zugesetzten Toluols durch Durchliiftung vertrieben. 

10 cem dieses Hefeextraktes' entsprechen 9 g Frischhefe als Ausgangs- 
material. 

In allen Versuchen wurde die Wirkung des Hefeextrakts nach langeren 
Aufzeichnungsperioden der unbeeinfluBten Darmmotilitat (Reaktionstype 
je nach dem Darmabschnitt und seiner Vorgeschichte) in zweifacher Weise 
gepriift. 

1. Hefeextrakt wurde der Locke-Lésung im Becherglas zugesetzt. Er 
erreicht so die Muskulatur, ohne die Schleimhaut passieren zu miissen 
von der ,,AuBenseite’’ des Darmrohres — nach Passieren der Serosa. 


! Wenn das Filtrat im Eisschrank aufbewahrt wurde, fiel nach einiger 
Zeit das Tyrosin in Kristallen zu Boden. 
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2. Hefeextrakt wurde in die Durchstr6mungs-Locke-Lésung injiziert 
und erreichte die Darmmuskulatur in frischen Stiicken nur nach Passieren 
der Schleimhaut — vom Darmlumen aus. 

In jedem einzelnen Versuch wurde natiirlich beides mehrere Male 
wiederholt. Die Wirkung jedes Zusatzes ist immer bezogen auf den jeweiligen 
Reaktionszustand vorher, nach Erreichen eines entsprechenden Gleich 
gewichtszustandes, charakterisiert durch die im Vorhergehenden erwahnten 
Werte, wobei der Reaktionszustand nach dem jeweiligen Extraktzusatz 
in Prozenten des vorher bestehenden Verhaltens ausgedriickt ist. 


Das Verhalten von frischen Darmstiicken. 

Tabelle | gibt eine Ubersicht iiber das Verhalten von frischem 
Duodenum, Jejunum-Ileum und Colon vor Hinzufiigung von Hefe- 
extrakt. Die Darmstiicke stammen von normal gefiitterten Tieren 
und als Vergleich von 'Tieren, die 8 bis 46 Tage je 9 g frische PreBhefe 
pro Tier und Tag zugefiittert erhalten hatten!. 

Die Frequenz der rhythmischen Segmentationen und Langsmuskel- 
kontraktionen nimmt vom Duodenum bis Colon ab. Das Ausmaf der 
Kontraktionen ist wesentlich gr6Ber, sowohl bei den Volumenanderungen 
als bei den Langenanderungen im Colon. 

Hefezufiitterung: Im Duodenum sind die Frequenzen hoher, ins- 
besondere bei den Langsmuskelkontraktionen. Andererseits ist das 
Ausma der letzteren sowohl im Mittelwert als in der Variationsbreite 
wesentlich kleiner. 

Im Jejunum-Ileum lieBen sich keine deutlichen Unterschiede 
im Verhalten bei beiden Tiergruppen feststellen. 

Deutlich aber sind in allen vier Werten, die die Darmmotilitat 
charakterisieren, Unterschiede im Colon aufzuweisen. Das Colon von 
Katzen, denen Hefe zugefiittert worden war, zeigt etwas hdhere 
Frequenz und héhere Amplitude der Kontraktionen. Langere Hefe- 
perioden scheinen die Regelmabigkeit der Colonbewegungen giinstig 
zu beeinflussen. Nach Montieren des dem lebenden ‘Tiere ent- 
nommenen Colons beginnen regelmaBige Kontraktionen nach einem 
deutlich kiirzeren Intervall bei ,,Hefekatzen‘*, bis das isolierte Darm- 
stiick in der neuen Umgebung ins Gleichgewicht gekommen ist. 


Es ist eine alte Erfahrung von Alvarez (1. c.), die ich in allen Ver- 


suchen bestaétigen kann, dab die Anpassungszeit an neue Milieu- 
bedingungen von Duodenum bis Colon zunimmt. LIsoliertes Duodenum 


beginnt nahezu unmittelbar nach Montieren desselben zu arbeiten: 
Colonstiicke brauchen gelegentlich 10 bis 15 Minuten, bis ein Gleich- 
gewichtszustand erreicht ist. 


' In diesem Falle erhielten die Tiere 40 g Lachs + 9g Hefe, wahrend 
die normal gefiitterten Tiere 50 g Lachs erhielten. 
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labelle I] gibt eine Zusammenstellung der prozentualen Werte, 
bezogen auf den jeweiligen Gleichgewichtszustand vor Hinzufiigung 
der Hefeextrakte! (Wasserextrakte). 


Einwirkung von Hefeextrakt auf die Darmmotilitat von der 
AuBenseite des Darmrohres aus. 

In Duodenum und Jejunum-lleum hemmt ein Zusatz von Hefe- 
extrakt in das Becherglas in der Mehrzahl] der Falle Frequenz und 
Ausmafs der rhythmischen Segmentationen (an den rhythmischen 
Volumenanderungen nimmt in ausgesprochenerem Mae die Ring- 
muskulatur teil) in beiden Tiergruppen, im Colon nur bei normal ge- 
fiitterten Tieren. Die Langsmuskelkontraktionen werden in allen 
Gruppen geférdert, mit Ausnahme beim Duodenum von normal ge- 
fiitterten Tieren. Die Férderung ist in allen Fallen gréBer bei Hefe- 
gefiitterten Tieren und am deutlichsten wieder im Colon. 

In der Gruppe Jejunum-Ileum nahert sich das Verhalten des 
oberen Jejunums dem des Duodenums, das Verhalten des unteren 
[leums mehr dem des Colons. Der EinfluB des Hefeextraktes, der hier 
nur die Serosa zu passieren hat, ist in allen Versuchen und das gilt 
auch im folgenden ohne Ausnahme nahezu momentan erkennbar, 
mit einer sehr kurzen Latenzperiode. Da die Langsmuskulatur unter 
der Serosa liegt, wird sie in erster Linie dann beeinfluBt, wenn Hefe- 
extrakt in das Becherglas gegeben wird. 


Einwirkung von Hefeextrakt auf die Darmmotilitat 
vom Lumen aus. 

In frischen isolierten Darmstiicken mu der Hefeextrakt, bevor 
er die Muskelschichten erreichen kann, notwendigerweise die Schleim- 
haut passieren. Es ist ein charakteristisches Verhalten des Duodenums 
(siehe Abb. 1), daB in der Mehrzahl der Faille eine gewisse Hemmung 
der rhythmischen Segmentationen und Langsmuskelkontraktionen 
eintritt, in manchen Fallen eine vollstandige Hemmung der ersteren, 
solange Hefeextrakt das Lumen passiert. Die Hemmung ist aus- 


gesprochener im Duodenum, das von normal gefiitterten Tieren 


stammt. 


Im Jejunum-Ileum hemmt der Hefeextrakt vom Darmlumen aus 
die thythmischen Segmentationen in einer Reihe von Fallen nur dann, 


' Die Zahl der Versuche ist dieselbe wie in Tabelle I. In jedem einzelnen 
Versuch wurde die Hefeextraktwirkung zu wiederholten Malen von der 
AuBenseite aus und vom Lumen aus gepriift. Die angegebenen Werte 
wurden so berechnet, das vor jedem Zusatz, wenn ein gleichmaSiger Zustand 
erreicht worden war, die vier Werte als 100 gesetzt wurden und diese nach 
Zusatz in Prozenten davon ausgedriickt wurden. In Tabelle IT sind dann die 
Mittelwerte*des Reaktionszustandes angegeben. 
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wenn die Testdarmstiicke von normal gefiitterten Tieren stammen, 
dabei ist die Abweichung nach unten im Mittelwert sehr gering. 

Bei ,,Hefetieren*’ férdert der Hefeextrakt im Jejunum-Ileum in 
der Mehrzahl der Falle die rhythmischen Volumenanderungen und im 
Colon ist dies bei beiden Tiergruppen der Fall, ausgesprochener bei 
Hefetieren. 

Da dem Locke-Bad vor Priifung der Hefeextraktwirkung vom 
Lumen aus Hefeextrakt zugefiigt worden war und nun dort vor- 
handen ist, ist das Verhalten der Langsmuskulatur erklarlich. Wieder 
fallt das Duodenum aus der Reihe, dessen Langsmuskelbewegungen vom 
Darmlumen aus auch gehemmt werden, selbst wenn, wie bei ,, Hefekatzen", 
ein Zusatz zum Locke- Bad vorher diese in der Mehrzahl der Fille forderte. 

Was den Einflu8 auf den Tonuszustand betrifft, so zeigen die Kurven 
in einer Reihe von Fallen in frischen Darmstiicken eine gewisse Tonus- 
zunahme (Ansteigen der FuBpunkte), wenn gleichzeitig Frequenz und 
AusmaB der Darmbewegungen durch Hefeextrakt geférdert wurden. 
Tonuseinfliisse sind aber deutlicher und regelmaBiger in Darmstiicken, 
die im Eisschrank aufbewahrt worden waren, wie im folgenden aus- 
gefiihrt werden soll. 


Das Verhalten von isolierten Darmstiicken nach Aufbewahrung 
im Eisschrank. 

Tabelle III gibt cine Zusammenstellung (Mittelwerte und Variations- 
breiten)! von isolierten Darmstiicken von normal gefiitterten Katzen 
und ,,Hefekatzen** vor Zusatz von Hefeextrakt, 40 bis 98 Stunden im 
Kisschrank in Locke-Losung und vergleichsweise in Locke-Lésung + Hefe- 
extrakt aufbewahrt. 

Die Darmmotilitat nimmt in zunehmendem Mabe mit laingerer 
Dauer der Kisschrankperioden ab. Die Frequenzen der rhythmischen 
Segmentationen und Langsmuskelkontraktionen und die Amplituden 
der Darmbewegungen sind geringer, aber die Mittelwerte zeigen, wie 
bei frischen Darmstiicken, ,,gradients** vom Duodenum bis Colon. 

In fast allen Fallen sind die Darmbewegungen lebhaftere, wenn 
die Darmstiicke von ,,Hefekatzen** stammen, und sie sind innerhalb 


der beiden Tiergruppen lebhafter, wenn das Darmstiick im Eisschrank 
in Locke-Lésung + Hefeextrakt aufbewahit worden war. 


‘Tabelle LV zeigt die Relation des Verhaltens frischer Darmsegmente 
und im Eisschrank aufbewahrter Darmstiicke. Die geringste Ver- 
minderung der Darmmotilitaét durch Aufbewahren im Eisschrank tritt 
im Colon ein. 


' Die Variationsbreite ist in Tabelle IL] als .,Maximum—-Minimum** 
ausgedriickt ; die Zahl der Falle, in denen das Minimum 0 (oder, anders aus- 
gedriickt, Fehlen von rhythmischen Spontanbewegungen) war, ist’ in 
Klammern angegeben. 
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Tabelle LV. 





(9O"T UL ayo 


Lap [YyRz 2 : 
Relatior Mittelwerte von frisehen Darmstiicken 
ee ee LEration : : . 
Mittelwerte von Eisschrank-Dai mstiieken 
as : Khythmische Segmentationen Lingsmuskelkontraktionen 
mt 
a es Frequenz mm Druck- Frequenz ane 
pro Min. iinderungen pro Min. 


11,0— 


14.0 





Duodenum: 





am = Normal gefiitterte Tiere 1,93 3,71 1,27 7,14 
a i Hefe zugefiittert . . . 1.97 4,70 1.87 1,80 
av! ae Jejunum-Ileum: 

oO + Normal gefiitterte Tiere 4,96 5,50 2.26 3,78 

Hefe zugefiittert 4,95 5,33 10.50 3,09 
So = Colon: - 
e Ss se Normal gefiitterte Tiere 1,04 4,78 10,50 175 
i a Hefe zugefiittert 0.88 3.82 0.86 1,51 
oS x 
Tabelle V gibt die Mittelwerte (in °,) aller vier Werte nach 
ae Zusatz von Hefeextrakt zu dem Locke-Bad und Injektion desselben in 
-; m z die Durchstrémungsfliissigkeit, bezogen in jedem einzelnen Teilversuche 
3 | Pe auf den jeweiligen Reaktionszustand vor dem Zusatz. 

s Die Hefeextrakte (Wasserextrakt) uben in der Mehrzahl der Falle 
ee einen fordernden EinfluB auf die Darmmotilitat aus, was sich in den 
$ a Mittelwerten der Prozente ausdriickt. Die Foérderung der Darm- 
3 i s. hewegungen ist in Darmstiicken von ,,Hefetieren” in allen Abschnitten 
P= Se des Darmtraktes meist eine gréBere, und ebenso antworten innerhalb 

der beiden Tiergruppen jene Darmsegmente, die im Eisschrank in 
+ Locke-Losung + Hefeextrakt aufbewahrt worden waren, im Versuche 
i auf Hefeextraktzusatz im allgemeinen mit lebhafteren Bewegungen. 
= Der Tonus der Muskelschichten nimmt sehr regelmabig zu, be- 
; sonders deutlich beim ersten Zusatz. Zusatz von Hefeextrakt zu dem 
=) Locke-Bad steigert vorwiegend den Tonus der Langsmuskulatur, Ein- 
i wirkung vom Darmlumen aus, fiihrt in vielen Fallen zu einem An- 
= steigen der FuBpunkte der Kurve der rhythmischen Segmentationen. 
5 Die Abb. 1 illustriert in Beispielen das Verhalten unter den vor- 

S liegenden Versuchsbedingungen. 

“uo. Da der Durchstr6mungsdruck in allen Versuchen auf derselben 
ae Hohe gehalten wurde, gibt das Niveau der Fliissigkeitssiule im 
3 Seitenarm, der die Verbindung mit dem Volumrekorder hergestellt, 


einen vergleichbaren Index fiir den Tonuszustand der Darmstiicke. 
Das einheitliche Ergebnis dieser Kontrolle ist, daB der Tonus des im 


Versuche befindlichen Darmstiickes vor Zusatz von Hefeextrakt keine: lei 


v9 oud, 


normal gefittert 






» 
» 


n 

-_" Unterschiede (in den Mittelwerten) zeigt, ganz gleich ob dieses ein frisches 
bus , * ath . “cs 
7 Segment von normal gefiitterten Tieren oder von .,Hefekatzen’ war 





Biochemische Zeitschrift Band 284. 





601 Il] ‘ Dunsory-ayoo'T § PAS g9s4¢ + ‘A1OLT OPO} JOS [BULION 
cZl 6FI eM, ee : ‘ - ss + + ayeayxe 

-9J0H seers “DIS RF SIq PF JO NyoTNnz sop] 

GLI re all CSI G Re ey eee " "5% gyRayxeejapyy] -+- Sunsor'y 
-9Y00'T “PIS QF SIQ OF ‘O1OL], MAeNJoes PRULAOU : UOT! 


SOI 4 vA £06 Ra 19% Oce ra * sunso'y-ayooT “prs OL Stq ZF \aaynyjosnz ajo] 
QT U 4 006 CH 006 O9E oe suse dh es PASS LSIQOF ‘ddl L A}AO}JUJIs [BULLION 
ltl COG FIZ j TGG 062 amy sce eg "Tt ts 8 8 FyBaZxXeejoy] -- 
DuNsey-9Y90T “pig OL Stq FP ‘Wownjosnz ojoayy 
Gol 8! 8 cgT L0G 6L6 sr tt ss ss ss ss 9yBIpXeaJoRT -- Sunsgy] 
-aYIO'T “PIS OL SlQ Of ‘edo, 0340}};nJas [BULOT : UNE] 


Zl ( 10a ; O&Z O1% vA HUNSOTT-9YI0'T “PAIS ZH SIQ QP ‘WepNjoonz ajof] 
Ogt c% Tl CCF Cg L9G 80% CE =: BuNsg’]-2490'T “PAg 0G 84 OF “O41 [ 0349}9NJo5 [BULLION 
aa ra eFl 062 O¢E O90T O1g 8z ee Oe SS 
DUUsO'T-2Y0T “PIS OB SQ QP ‘Wapnjesnz oop] 
6u0T C IT G OSS OLE FI¢ soot ts ss qyegxeveyopx + Sunsory-ay007 
“DIS 96 SIQ OF ‘Aloly, aeynjes [wulou :uinunfer 


Fl Z gel 061 OgI 6EI * Sunsyy-29007 “pis 89 "4 OF ‘TaenepeRs 008 
OFI g) Og ZSI Z61 621 eee oe een A eS ne 


“DIS OL 814 QPF ‘edaT], e}teynjes jeuLou :uNUepoN( 


ai ‘uly Od UasunsepuR “UY rae ‘ul, Old) =uesunseapuyR ‘uly oad 
zuenbedy -yoniqg wu zuenbesy zuonboig -yonay wu zuenbeig 


Udon YyRsU0y IR UOUIFES uauON yey UIUO TR UIUIFIG eyous 
-[PYSNUISFUR'T aqostumyy ayy -[OySnuissuy’y] ots Ay “AOA IYRINOVJOH UOA GupUury 
- - iop (3¥ O'E SIG CT) ueZIeVYy 
‘TT ‘Sunsoy-9y00'7-sAuNWOIsyoin otp ul ‘T ‘SBEFiaqoog sep ul WeZ 
(W109 OZ--O1L) DYBAINVGJaYY UOA uOTYyefuy . (WIDd OF ) }yRAIXvaJoFT UOA FZunFnynz 


‘UaISLYSIA Wt ayonysueg 


(QWIMOUEL) 9/6 





P119qRy, 








Luh 
109 


it 


I 


aear7yrur 


a24%srw 


A) 


175 


111 109 


o 


al gefiitterte Tiere, 45 bis 66 Std., Locke-Lésun 
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der ob es sich um Segmente handelte, die im Eisschrank in Locke-Lésung 
der in Locke-Lésung + Hefeextrakt gehalten worden waren und von 


normal gefiitterten Tieren oder von ,,Hefekatzen‘’ stammten. 





Abb. 1. Ileum einer normal gefiitterten Katze. 48 Std. im Eissechrank in Locke-Lisung auf- 

bewahrt, zeigt keinerlei Spontanbewegungen. Unmittelbar nach Zusatz von 50 cem Hefe- 

extrakt zu dem Locke-Bad beginnen unter starker Tonuszunahme lebhafte Kontraktionen dey 

Lingsmuskulatur und leichte rhythmische Segmentationen. Zeitmarken: 10Sek. Oberste 

Kurve Aufzeichnung der rhythmischen Segmentationen (Volumenianderungen), Mittelkurve 
jene der Langsmuskelkontraktionen. 


Diskussion. 

In der vorliegenden Mitteilung wurde nur vergleichsweise der EinfluB 
von Wasser— Hefeextrakt fiir alle Versuche in gleicher Weise hergestellt 
auf die Motilitat isolierter Darmsegmente von den verschiedenen Ab- 
schnitten des Darmtraktes untersucht. Die Segmente stammen von normal 
gefiitterten Katzen und solchen Katzen, die Hefe zugefiittert erhalten 
hatten und waren teils frische Darmstiicke, teils soleche, deren Motilitéat 
dureh Aufbewahren im Eisschrank mehr oder weniger vermindert war. 

Es schien besser, zuerst ein Bild der Wirkungen eines einheitlichen 
Extraktes zu gewinnen, der den Verhaltnissen bei Hetefiitterung am nachsten 
kommt. Wenn Hefe konsumiert wird, wird sie wahrend ihres Passierens 
durch den Darmtrakt, insbesondere nach langerer Aufnahme, zum gréBeren 
Teil im Diinndarm verdaut und ihre Spaltprodukte werden resorbiert. 
Nur ein Bruchteil der Hefezellen kann dann in den Fazes als solehe nach- 
gewiesen werden!. 

Der Wasserextrakt von Hefe enthalt unter anderem den Vitamin b- 
Komplex, Aminosiiuren, Salze und Spuren von Histamin. Welche Bestand- 
teile darmwirksam sind und die beschriebenen Einfliisse auf die Darm- 
bewegungsformen und den Tonus der Muskelschichten ausiiben, soll 
folgenden Untersuchungen vorbehalten werden. 

Polansky (l.e.) stellt am Diinndarm des Kaninchens fest, dats der 
Haupteffekt von Hefewasserextrakten eine Steigerung des Tonus ist, 


1 Siehe Bb. E. Montgomery, A.K. Boor, L. Arnold u. Ol Bergheim, 
Proc. Soc. Exp. Biol. a. Med. 28, 589, 1930; V’. Fisher, ebenda 28, 948, 1930: 
29, 490, 1932; B. BE. Montgomery, A. K. Boor, L. Arnold u. O. Bergheim, 
ebenda 28, 385, 1931. 





36 H. Wastl: 


wahrend Frequenz und Amplitude der rhythmischen WKontraktionen det 
Ring- und Langsmuskulatur in geringerem Mabe verandert werden!. Ex 
arbeitete am = isolierten frischen Diinndarm von = normal — gefiitterten 
Kaninchen. 

Smith und Plummer? untersuchten isolierte Darmsegmente von Ratten, 
deren Grunddiat keine Vitamin B-Quellen enthielt, im Vergleich mit 
Ratten, die dazu 1 bis 25°, Hefe durch 14 Tage erhielten. 

Wie in der Einleitung ausgefiihrt wurde, wirkt Hefe nach zahlreichen 
Literaturangaben als ein mildes Laxativ und ist oft imstande, in Fallen 
chronischer Verstopfung die St6rungen weitgehend zu beheben. Es ist 
anzunehmen, daB eine solehe Wirkung vor allem im Dickdarm, dessen 
Tragheit zur Obstipation fiihrt und eventuell in den ihm benachbarten 
Abschnitten des Tleums eintritt und es ist weniger wahrscheinlich, das 
bereits in den oberen Abschnitten des Darmtraktes die Motilitat stark 
geférdert und damit der Transport des Darminhalts beschleunigt wird. 

Wenn Hefe darmaktive Substanzen enthalt, deren Resorption erst nach 
ihrer Aufspaltung méglich ist* eine Aufspaltung, die nur allmahlich 
fortschreitend auf dem Wege durch den Diinndarm eintritt , So spricht 
von vornherein die gréBere Wahrscheinlichkeit fiir eine intensivere Wirkung 
der Hefe als Laxativ in den unteren Abschnitten des Darmtraktes unter 
physiologischen Bedingungen. Es war aber nicht auszuschlieBen, daB auch 
die oberen Abschnitte desselben Duodenum—Jejunum auf Hefe- 
extrakte in Versuchen an isolierten Segmenten in derselben Weise antworten 
wiirden als die tiefer gelegenen Abschnitte Tleum—Colon. 

Unter diesen Gesichtspunkten wurden die Einfliisse des einheitlich 
hergestellten Wasserextraktes vergleichsweise in isolierten Segmenten vom 
Duodenum bis zum Colon untersucht. 

Frische Segmente kommen den physiologischen Verhaltnissen am 
nachsten, soweit dies tiberhaupt unter den Bedingungen dieser Versuche 
moglich ist. Wie die Werte in Tabelle Il zeigen, ist der Einflu®8 von Hefe- 
extrakt auf die Darmmotilitaét in den verschiedenen Abschnitten des Darm- 
traktes durchaus nicht derselbe, sondern wechselt von einer Hemmung im 
Duodenum iiber eine teilweise Hemmung und teilweise Férderung in Jeju- 
num—lTleum zu einer ausgesprochenen Férderung im Colon. 

Die hemmende Wirkung im Duodenum ist besonders deutlich aus- 
gesprochen, wenn der Hefeextrakt vom Lumen aus einwirkt und die Muskel- 
schichten erst nach Passieren der Mucosa erreichen kann. Absteigend im 
Darmtrakt nimmt die hemmende Wirkung des Extraktes vom Lumen aus 
mehr und mehr ab, um endlich in den letzten Abschnitten des Ileums und 


' \.The chief effect of yeast then is upon tonus. With the Magnus 


method, the increase of tonus fs greatest in duodenal and jejunal segments, 
whereas in ileal segments, the amplitude increases. There is no constant 
finding as regards the effect on the rate of contraction. Lleal segments more 
often showed an increase, while duodenal segments slowed up, when the 
tonus rose considerably.** (Polansky, 1. ¢., S. 467.) 2 E. A. Smith u. B.A. 
Plummer, Amer. J. of Physiol. 84, 200, 1928. 3 Solange noch lebende 


Hefezellen im Darminhalt vorhanden sind, produzieren diese eine ge- 
wisse Menge an CO,. Nach zahlreichen Untersuchungen (D. R. Hooker, 
Amer. J. of Physiol. 31, 47, 1912; 4. W. Young, Quart. J. Exp. Physiol. 
8, 347, 1912; L. M. Fraser, Amer. J. of Physiol. 72, 119, 1925; Polansky, 
lc.) fiihrt aber CO, nie zu einer Férderung, sondern sogar oft zu einer 
Hemmung von rhythmischen Darmbewegungen. 
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im Colon in eine Férderung beider rhythmischen Bewegungsformen (Frequenz 
und Amplitude) tiberzugehen. 

Ob in der Mucosa des Duodenums und oberen Jejunums wahrend der 
Resorption darmaktive Substanzen aus Hefe von einer fordernden in eine 
hemmende Form iibergefiihrt werden (z. B. durch Enzymwirkung) oder 
ob es sich hier um einen ,,gradient*’ (Alvarez, |. ¢.) handelt, ist nach unseren 
derzeitigen Kenntnissen nicht zu sagen!. Verzar und seine Schule? haben 
in ihren ausgedehnten Untersuchungen tiber die pumpenartige Wirkung und 
die Mechanik der Darmresorption auch den EinfluB von Hefeextrakten und 
Hefefiitterung studiert. Hefeextrakt fiihrt zu lebhaften Beschleunigungen 
der Zottenkontraktionen und Steigerung der Resorption (Kokds und (al). 
Bei Mangel an Vitamin Bb ist die Resorption vermindert; Vervollstandigung 
der Nahrung mit Hefe stellt normale Resorption wieder her (Ga). 

Mathieu untersuchte, welches Prinzip im Hefeextrakt zu der starken 
Zunahme der Zottenbewegungen fiihrt. Er verwandte die Schleimhaut des 
Duodenums von Tauben als Testobjekt (Kinematographische Aufnahmen 
der Zottenbewegungen). Vitamin B,-Konzentrate regen die Darmzotten 
nicht zu vermehrter Pumptatigkeit an. Vitamin B,-Konzentrate und 
Wildiers Bios (aus Hefe) haben dagegen eine solehe Wirkung. 

Es erscheint aber nicht wahrscheinlich, daB8 die Ausl6sung von sehr 
lebhaften, kraftigen Zottenbewegungen durch Frischhefeextrakte auf deren 
Gehalt an Vitamin B, zuriickzufiihren ist, da Extrakte von autoklavierter 
Hefe dieselben Wirkungen haben. Ebenso konnte Mathieu diese spezielle 
Wirkung von Hefeextrakten nicht auf das in Spuren anwesende Histamin 
zuriickfiihren. 

Der Alkoholextrakt von Hefe aber enthalt einen Faktor, der die Zotten- 
bewegungen und damit die Resorption anregt. 

An dieser Stelle will ich eine Anzahl eigener Versuche erwahnen, die nicht 
in die vorhergehenden Ausfiihrungen eingeschlossen wurden, da ihre Zahl 
viel zu gering war. Alkoholextrakt aus Frischhefe, eingeengt und der Riick- 
stand in Locke-Lésung aufgenommen. ergab in Versuchen an_ frischen 
Segmenten und Eisschranksegmenten meist eine weitgehende Hemmung 
der Bewegungen in beiden Muskelschichten. Dasselbe gilt von Aceton- 
extrakten aus Trockenhefe. 

Viel mehr Versuche sind nétig, um einen Einblick in die darmwirk- 
samen Fraktionen des sehr komplexen Gesamtextrakts aus Frischhefe zu 
gewinnen. Wenn Hefeextrakt von der AuBenseite des Darmrohres einwirkt, 
fordert er in erster Linie die Langsmuskelbewegungen und deren Tonus. 


' Beide Méglichkeiten liegen in ihren Wirkungen unter physiologischen 
Bedingungen in der Richtung des funktionell Vorteilhafteren. In den 
oberen Abschnitten des Darmtraktes, dessen Hauptaufgabe Aufspaltung 
und Resorption der Nahrung ist, wiirde eine Beschleunigung des Durch- 
ganges des Inhalts die Zeit fiir die Durehfiihrung dieser Aufgabe kiirzen. 
Im Dickdarm ist die Hauptaufgabe nur mehr Wasserresorption und die 
Weiterschaffung des Abfalls und hier ist eine VerzOgerung wie bei chroni- 
scher Obstipation durchaus nicht mehr von Vorteil fiir das Individuum 
und eine Abkiirzung der Durehgangszeit nur angezeigt. 2 E.v. Kokas, 
Pfliigers Arch. 225, 416, 1930; 229, 486, 1932; F. Verzar, Ergebn. d. Physiol. 
32, 391, 1931; Kokds u. Ludanyl, Pfliigers Arch. 231, 20, 1932; im besonderen 
wurde Resorptionsbeschleunigung durch Hefeextrakt in folgenden Arbeiten 
studiert: EB. v. Kokas u. G. Gal, diese Zeitschr. 205, 380, 1929; F. Verzar u. 
E. v. Kokas, Pfliigers Arch. 217, 1927; G. Gal, diese Zeitschr. 225, 286, 
1930; F. Mathieu, Schweiz. med. Wochenschr. R. 1178 (Dezember 1934). 
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Die physiologische Koordination der Bewegungen von Ring- und Léngs- 
muskulatur hingt weitgehend auch vom jeweiligen Tonus der Muskel 
schichten ab. Da sich physiologischerweise die peristaltischen Wellen 
(rhythmischen Volumenanderungen) auf einer Tonushéhe abspielen, die 
unterhalb der Ausgangstonushéhe der Langsmuskulatur liegt, so sollen als 
erstes bei héherem Tonus und gleichzeitiger Zunahme der Kontraktionen 
der Langsmuskulatur (in Frequenz und Amplitude) die rhythmischen 
Segmentationen (Volumenschwankungen), deren Hauptagent die Ring- 
muskulatur ist, eine gewisse Hemmung in Schlagvolumen und Frequenz 
zeigen. Dies ist in der Tat der Fall. (Tabelle I1)!. 

Weiter entfernt von physiologischen Verhaltnissen (im lebenden Tiere), 
aber doch andererseits mit gewissen Vorteilen verkniipft, ist die Verwendung 
von Darmsegmenten als Testorgane nach Aufbewahrung im Lisschrank. 

In solchen Segmenten fallt der Faktor der Schleimhaut weg, die nach 
einer derartigen Aufbewahrung, losgel6st von ihrer Unterlage, leicht aus- 
gewaschen werden kann und es sind nur mehr die beiden Muskelschichten 
vorhanden. (Die Nervenplexus sind natiirlich nach Tagen im Eisschrank 
nicht mehr funktionsfahig.) 

Uberblickt man die in Tabelle II] und V zusammengestellten Werte, 
so ergibt sich ein Bild der reinen Muskelwirkung der Hefeextrakte in den 
verschiedenen Abschnitten des Darmtraktes. Man kann nun kaum sagen, 
dai die Muskelschichten des Duodenums sich anders verhalten als die des 
Colons. In allen Abschnitten des Darmtraktes aber ist die Motilitat der 
Segmente eine lebhaftere ohne Hefeextraktzusatze (Mittelwerte,Tabelle II1) 
und nach Zusatzen (Tabelle V), wenn diese im Eisschrank in Locke-Lésung 

Hefeextrakt aufbewahrt worden waren. 


Zusammenfassung. 

1. Der EinfluB von Hefezufiitterung im Vergleich mit Normal- 
fiitterung und von Hefeextrakten auf die Darmmotilitat wurde am 
isolierten Duodenum, Jejunum, Tleum und Colon (Katzen) in frischen 
Darmstiicken und Segmenten, die 2 bis 4 Tage im Eisschrank in Locke- 
Losung und in Locke-Lésung + Hefeextrakt aufbewahrt worden waren, 


mit einer kontinuierlichen Durchstr6mungsmethode untersucht. Die 


rhythmischen Segmentationen (rhythmische Volumanderungen) und 
die Langsmuskelkontraktionen des Segmentes wurden gleichzeitig re- 
gistriert. Die Frequenzen beider Bewegungsformen und deren Ampli- 
tuden charakterisieren den jeweiligen Reaktionszustand der Darm- 
motilitat. 

Hefeextrakt wurde dem Locke-Bad und der Durchstr6mungs- 
Locke-Lésung nach Erreichen von Gleichgewichtszustanden zugesetzt. 

2. In frischen Darmsegmenten vor Hinzufiigung von Hefeextrakt 
ist am ausgesprochensten die Motilitat des Colons, in geringerem MaBe 
die des Duodenums und kaum mehr die des Jejunums-Ileums bei ,, Hefe- 
katzen** gegeniiber normal gefiitterten Tieren erhéht. Darmstiicke 
nach Aufbewahren im Eisschrank mit der dadurch bedingten 
Depression der Spontanbewegungen (Tabelle IV) — zeigen diese Unter- 


' Man darf aber nicht vergessen, daB sehr oft die Ring- und Langs- 
muskulatur nicht in strikter Koordination arbeitet. 
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schiede in allen Abschnitten des Darmextraktes deutlicher (Mittel- 
werte), sowohl zwischen ,,Hefekatzen** und normal gefiitterten Tieren 
als auch innerhalb der beiden Versuchsgruppen zwischen Segmenten, 
die in Locke-Lésung und in Locke-Lésung + Hefeextrakt aufbewahrt 
worden waren. In beiden Tiergruppen sind in frischen Darmstiicken 
wie in Segmenten, die im Eisschrank aufbewahrt worden waren, ,,gra- 
dients* in Frequenz und Amplitude der Kontraktionen vom Duodenum 
bis zum Colon zu beobachten (Tabelle | und ITI). 

3. Hefeextraktzusatz zu dem = Locke-Bad und zu der Durch- 
stroémungsfliissigkeit fiihrt im frischen Duodenum von beiden Tier- 
gruppen zu einer Depression aller rhythmischen Kontraktionen — aus- 


gesprochener bei normal gefiitterten Katzen mit Ausnahme der 


Langsmuskelkontraktionen bei Hefekatzen, deren Frequenz und Am- 
plitude geférdert werden, wenn der Extrakt dem Locke-Bad zugesetzt 
wurde. In Jejunum-Ileum und Colon steigert Hefeextraktzusatz in 
diesem Falle in beiden Tiergruppen die Lésungsmuskelbewegungen 
(Frequenz und Amplitude) und hemmt nur die rhythmischen Segmen- 
tationen. Im Colon von ,, Hefekatzen” fehlt auch diese letztere Hemmung. 
Vom Darmlumen aus wirkt Hefeextrakt (in Gegensatz zu der Ant- 
wortreaktion des Duodenums) im Jejunum-Ileum und (ausge- 
sprochener) im Colon in beiden Tiergruppen (mehr wieder in_,,Hefe- 
katzen‘’’) fordernd auf beide Bewegungsformen ein (Tabelle I). 

4. In Eisschrank-Segmenten tritt in allen Abschnitten des Darm- 
extraktes nur eine Férderung der Darmmotilitat (Mittelwerte) bei 
Einwirkung von Hefeextrakt sowohl von der AuBenseite des Darm- 
rohres aus als auch vom Darmlumen aus ein, am gréBten in Darm- 
stiicken, die von ,,Hefekatzen** stammen und in Locke-Lésung + Hefe- 
extrakt aufbewahrt worden waren (Tabelle V).. Wenn das Darm- 
segment keine Spontanbewegungen zeigte, lost Hefeextraktzusatz diese 
oft nahezu unmittelbar wieder aus, regelmaBiger so, wenn es im Eis- 
schrank in Locke-Lésung + Hefeextrakt aufbewahrt worden war. 

5. Nach Hefeextraktzusaétzen nimmt der Tonus in frischen Darm- 
segmenten in einer Reihe von Fallen zu, besonders, wenn diese dem 
Locke-Bad zugefiigt werden, und zwar vorwiegend in der Langs- 
muskulatur. Diese Tonussteigerung ist nicht regelmabig zu beobachten 
und zeigt sich oft nur in einem leichten Ansteigen der FuBpunkte der 
Kurven. 

In Darmsegmenten, die im Eisschrank aufbewahrt worden waren, 
ist die Steigerung des Muskeltonus bei Hefeextraktzusatz eine viel 
gréBere und in allen Gruppen regelmaBiger zu beobachten, und sie ist 
auch dann nachweisbar, wenn der Hefeextrakt vom Darmlumen aus 
einwirkt. In Darmstiicken ohne Spontanbewegungen hat unter Um- 
stiinden der Hefeextrakt nur eine tonusférdernde Wirkung, ohne Kon- 
traktionen auszulésen. 





Die durch chemische Gesetze 
bedingten Variationen der Lebewesen. 


Von 
Otto Rahn. 
(Aus dem Bakteriologischen Institut der Cornell-Universitat, Ithaca, N. 
(Eingegangen am 25. November 1935.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Bei den Lebewesen sind zwei grundverschiedene Prinzipien auf 
das Innigste miteinander verwoben: jedes Individuum besitzt alle die 
Tausende von Eigenschaften, die fiir die Art charakteristisch sind, und 
trotzdem ist jedes als Individuum von allen anderen derselben Art ver- 
schieden. Das erste Prinzip, die Entwicklung der vielen gleichen Art- 
eigenschaften aus einer einzelnen Eizelle, bietet dem Chemiker zunachst 
noch uniibersteigbare Hindernisse, wahrend es dem Biologen durch die 
Genetik plausibel geworden ist. Die nicht-erbliche Variation der In- 
dividuen innerhalb der Spezies wird von den Biologen durch den Einflubs 
des Milieus erklart, durch Verschiedenheiten der Ernahrung, der Tem- 
peratur, der Belichtung usw. Es ist auch experimentell gezeigt worden, 
dal diese Faktoren tatsachlich die GréBe, Wachstumsgeschwindigkeit, 
Farbe usw. der Individuen beeinflussen. Trotzdem gelingt es aber auch 
bei scharfster Kontrolle der Umwelt nicht, eine gréBere Anzahl ganz 
gleicher Individuen zu erhalten, selbst nicht bei den asexuell sich ver- 
mehrenden Protisten. Diese Verschiedenheit der Individuen laBt sich 
nun wenigstens zum Teil auf physikalisch-chemische Ursachen zuriick- 


fiihren, wie im folgenden gezeigt werden soll. 


I. Die Grenzen des Massenwirkungsgesetzes. 


Das Massenwirkungsgesetz stellt nicht eigentlich Tatsachen fest, 
sondern Wahrscheinlichkeiten; nur durch die sehr groBe Anzahl det 
reagierenden Molekiile wird die Wahrscheinlichkeit zur Gewibheit. 
Wenn wir z. B. feststellen, daB in einer Rohrzuckerlésung unter be- 
stimmten Bedingungen in 30 Minuten 12.37°, des Zuckers invertiert 
werden, so wird sich das unter den gleichen Bedingungen stets in gleicher 
Weise wiederholen, bis auf Tausendstel und Zehntausendstel Prozente 
genau, weil die Molekiilzahl sehr groB ist. Wenn aber die Molekiilzah| 
sehr klein wird, kénnen wir nur noch mit Wahrscheinlichkeiten rechnen. 
Eine molare Lésung enthalt 6,1 . 107% Molekiile im Liter und 1 ccm 
einer millionstel normalen Lésung hat immer noch 6. 10!4 Molekiile. 
Fast nie arbeitet der Chemiker mit geringeren Mengen. Der Biologe 
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dagegen rechnet einmal mit zum Teil auBerordentlich groBen Molekiilen, 
also mit molar sehr verdiinnten Lésungen, und dann mit sehr kleinen 
Lésungsmengen, namlich mit dem Zellinhalt, der bei den Bakterien 
kleiner als 1 uw? = 10-! ccm sein kann. Es ist also fiir den Biochemiker 
wichtig zu wissen, bei welchen Molekiilmengen an Stelle der Gewibheit 
die Wahrscheinlichkeit tritt. DaB dies schlieBlich sich ereignen mub, 
ergibt sich aus dem extremen Fall, wenn die ,,Probierréhrchen™ so 
klein werden, daB jedes nur noch ein Zuckermolekiil enthalt. Fiir Milli- 
onen von solchen Probierréhrchen gilt auch dann noch das Massen- 
wirkungsgesetz: es werden auch jetzt noch, unter den obigen Bedin- 
gungen, in 30 Minuten 12,37°, aller Molekiile invertiert sein. Aber 
fiir das einzelne Probierréhrchen gilt das nicht. In einigen wird das 
Zuckermolekiil schon in der ersten Minute invertiert sein, in anderen 
wird dies Ereignis erst nach einigen Stunden eintreten. Wir kénnen 
fiir das einzelne Probierréhrchen nur noch von Wahrscheinlichkeit 
sprechen. 

Diese Wahrscheinlichkeit kann man berechnen. Nehmen wir als 
konkretes Beispiel die Inaktivierung eines Enzyms durch Hitze. Nach 
Tammann ist diese Reaktion monomolekular. Wenn a Molekiile in Lésung 
sind und wenn in der Zeiteinheit die Fraktion m inaktiviert wird, so er- 
halten wir 

zu Beginn......... +... @ unveranderte Molekiile 
nach 1 Zeitemheit ........a(lL—m) 
» 2 Zeiteinheiten...... .a(1—m) (l—m) 
oe ie +. ee 


- ree ee er ee my! 


Die Wahrscheinlichkeit, daB ein bestimmtes Molekiil unverandert geblieben 
ist, ist also 


P, = (] m)', 
und die Wahrscheinlichkeit, daB es innerhalb der Zeit ¢t reagiert hat, demnach 
P l (1 m)' = |] qs 
wenn wir der einfacheren Rechnung wegen den immer wiederkehrenden 
Ausdruck 1— m = q setzen. Die Wahrscheinlichkeit, dai zwei bestimmte 


Molekiile beide in der Zeit ¢ reagiert haben, ist 


P. (l—q7)( q') 


und daB  bestimmte Molekiile reagiert haben, 
: (1 q‘)". 


Im allgemeinen sollten wir in der Zelle nicht mit bestimmten, sondern 
mit beliebigen Molekiilen einer Art rechnen. Da von den a Enzymmolekiilen 
einer Zelle jedes die gleichen Chancen zur Inaktivierung hat, so ist die 
Wahrscheinlichkeit, daB ein heliebiges Enzymmolekiil reagiert hat, 


/ 


omar a(l q'). 
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Die Wahrscheinlichkeit, daB mindestens n beliebige Molekiile reagiert 
haben, ist 


a! 


Pn * (a —n)! n! (1 


-_ gq)”, 


und die Wahrscheinlichkeit, daB nicht mehr und nicht weniger als n Mole. 
kiile inaktiviert worden sind, ist 


a! 


P,, (1 oo q')r q (a—n), 


(a —n)!n! 


Mit diesen Formeln ist schwer umzugehen, wenn a gidBer als 20 wird. 
Fast immer interessiert uns nur der Fall, da®B eine Reaktion ihren Endpunkt 
erreicht hat, daB also a = n wird. Alsdann ist es gleichgiiltig, ob wir be- 
liebige oder bestimmte Molekiile haben, wir erhalten stets 


P= (l— ¢)". 


Il. Abbauvorgiinge in der Zelle. 

Nehmen wir als konkretes Beispiel wieder die Zerst6rung eines 
Enzyms in der Zelle durch Hitze. Die Fragestellung ist jetzt folgende: 
Sind in einer Zelle so viele Enzymmolekiile vorhanden, da die In- 
aktivierung in allen Zellen praktisch parallel verliuft, oder werden 
gleiche Zellen hierfiir meBbar verschiedene Zeiten brauchen, etwa wie 
die Réhrehen mit je nur einem Zuckermolekiil ? Die Frage kann ganz 
allgemein beantwortet werden. 


a) Definition des ,,Spielrawins einer chemischen Reakiion™. 
Aus der Formel 
P (1 q')" 
kann man die Zeit ¢ berechnen, welche notwendig ist, um alle Enzym- 
molekiile zu inaktivieren: 
n 


VP == ‘| —q 


q P VP 
log (1 — }P) 
oe log q 


Man erhalt ¢ als Funktion der Wahrscheinlichkeit ?, und kann nun 
willkiirlich festsetzen, welche Grenzen man gelten lassen will. Da es 
sich um einen asymptotischen Vorgang handelt (siehe Abb. 1), kann 
man nicht die erste und die letzte Zelle wahlen, in welcher simtliche 
Molekiile inaktiviert sind. Man kann aber berechnen, wie lange es dauert. 
bis in 1°, aller Zellen alle Enzymmolekiile inaktiviert sind, und wann 
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19°, der Zellen so weit sind. Im ersten Falle ist P = 0,01, im zweiten 
Falle = 0,99. n 
log (1 — }0,01) 
log q 


n 
log (1 — V0,99) 

log q 
Die Differenz tg, — ¢t, ist der Spieiraum, innerhalb dessen die Reaktion 
vor sich geht, d.h. eigentlich nur 98° derselben. Fiir Vergleichs- 
zwecke ist es praktischer, diesen Spielraum relativ auszudriicken, im 
Vergleich zur gesamten Reaktionsdauer: 


t 


99 


tog 


log (1 — ¥0,01) 


log (1 — )0,99) 


Der relative Spielraum ist unabhaingig von der Reaktionsgeschwin- 
digkeit m == 1 — q, und ist lediglich eine Funktion der Anzahl der 
Enzymmolekiile. Abb.1 zeigt den Spielraum zwischen 10 % und 90 %. 
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7] 1% % 6 


8 
Zeit 
Wahrscheinlichkeit des Ereignisses, dafi n Molekiile in einer Zelle reagiert haben 
(berechnet fiir m == g = 0,5). 


b) Spielraum der Dissimilationsvorgdnge in der Zelle. 

Aus der obigen Formel kann der Spielraum fiir jede beliebige 
Molekiilzahl berechnet werden. Das Ergebnis zeigt Tabelle]. Die 
Zahlen fiir 1° und 99°, sind berechnet unter der Annahme, daB in 
der Zeiteinheit 90°, alle Enzymmolekiile inaktiviert werden, also 
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Tabelle I. Inaktivierung von Enzymmolekiilen in der Zelle. 





, 
Anzahl Enzym- Alle Enzy mmolekiile sind zerstirt 
molekiile je Zelle 


in 1°)» aller Zellen in 99/9 aller Zellen 





Relativer Spielraum 


10 in 0,433 Zeiteinh. in 3,0 Zeiteinh. 0,855 
100 1,346 ‘s ; , js 0,664 

1 000 2,346 F » OU X 0,531 

10 000 3,346 é » 60 . 0,442 

100 000 4,346 ‘. 7,0 0,379 

1 000 000 » 5,346 8,0 2 0,331 

10 000 000 6,346 QO - 0,295 
101 000 000 » 71,346 ; » 10,0 . 0,265 
1 000 000 000 8,346 7 ~ 2h 0 ‘ 0,241 


m=09 und q ] m 0.1. Die Spielraumwerte sind dagegen 
relativ und gelten fiir jede beliebige Reaktionsgeschwindigkeit. 1) 
Worten besagt der relative Spielraum folgendes: Wenn jede Zelle 
100000 Enzymmolekiile enthalt, und wenn es 100 Stunden dauert 
bis in 99° aller Zellen jedes einzelne Enzymmolekiil zerstért ist, dann 
ist 37,9 Stunden friiher bereits in 1°), aller Zellen kein aktives Enzym 
molekiil mehr vorhanden gewesen. 

Die Anzahl der Invertasemolekiile in einer Hefezelle betragt zwischen 
15000 und 150000 (Haldane und Stern}, 1932): an Katalasemolekiilen 
sind etwa 20000 vorhanden (Hand?, 1933). Die Inaktivierung alle: 
Enzymmolekiile in einer gréBeren Zahl von Hefezellen kann also nicht 
gleichzeitig erfolgen, sondern gleiche Zellen kénnen sich unter gan: 
gleichen Umstdnden aus chemischen Griinden zeitlich ganz verschieden 
verhalten. 

Wenn wir aber nicht den vollstandigen Ablauf der Reaktion ab- 
warten, sondern uns damit begniigen, da 50°, aller Molekiile in- 
aktiviert sind, dann ist der Spielraum wesentlich geringer. In diesem 
Falle haben wir es ja nicht mit bestimmten, sondern mit beliebigen 
Molekiilen zu tun, und der relative Spielraum ist 

n 


/ Loon gah | ! 
log (1 = ‘a (a—n)!n ») 
a! / 


n)!n! 
) 


é . Qe ; 
log (1 zt | 0,99 (a 


Tabelle II zeigt solche Berechnungen. Wenn bei nur 1000 Enzym- 
molekiilen je Zelle die Halbzeit (50°, Inaktivierung) in den letzten 
Zellen nach 100 Minuten eintritt, so waren die ersten Zellen erst in der 


a! 


1 Haldane u. Stern, Chemie der Enzyme. Leipzig 1932. 2 Hand, 
Ergebn. d. Enzymforschung 2, 1933. 
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ile. Tabelle II. Der relative Spielraum fiir verschiedene Reaktions- 
— stadien. 





raun \| 
Anzahl Enzym- || 

molekiile je Zelle | 

| 


Fiir Inaktivierung von 


10°%/5 5095 90° '5 100°), 


2 — 0,993 — 0,981 
4 = 0,920 —_— 0,936 
10 0,991 0,648 0,581 0,855 
20 0,903 0,414 0,371 0,792 
100 0,374 0,099 0,093 0,664 
1000 0,046 0,011 0,005 0,531 


99. Minute so weit. Der Spielraum liegt bereits innerhalb der experi- 
mentellen Fehlergrenzen. 


regen A ‘ : : 

a Wenn es sich also um eine Reaktion handelt, an der mehr als 
In sath te 5 =, : 

Zell 1000 Molekiile innerhalb derselben Zelle beteiligt sind, und wenn es 
Be LIC 


sich nicht um einen absolut vollstandigen Verlauf der Reaktion handelt, 
dann darf man annehmen, daf in gleichen Zellen unter gleichen Be- 
dingungen der Reaktionsverlauf zeitlich gleich ist. Dies gilt also einmal 
fiir den normalen Zerfall der labilen Zellbestandteile, fiir den Kata- 
bolismus der Enzyme und des Protoplasmas. Es gilt ferner fiir die 


uert 
lann 
zvM 


“i Energiebeschaffung der Zelle, also fiir die Enzymtdtigkeit. Eine einzelne 
o~? Streptococcenzelle verbraucht rund eine Million Zuckermolekiile je 
aller Sekunde, eine Hefezelle fast das Doppelte (Rahn'). Der Stoffumsatz 
van der Zellen héherer Organismen ist nicht so lebhaft, immerhin fallt er 
_— auBerhalb der Grenzen, welche die Parallelitat gleicher Zellen ein- 
eden schranken. 

Ill. Die Geschwindigkeit der Zellteilung. 
4 a) Theoretische Voraussage der Variabilitat. 
sem Der Aufbauvorgang und die Vermehrung der Zellen verhalten sich 
igen ganz anders als die Abbauvorginge. Bei der Zellteilung ist das Aus- 


schlaggebende der Kern mit seinen Chromosomen und Genen. Jedes 
Gen ist der Trager einer bestimmten Eigenschaft des Organismus, und 
muB daher chemisch von allen anderen Genen derselben Zelle ver- 
schieden sein. Ehe eine Zelle sich teilen kann, muB jedes Gen sich erst 
verdoppelt haben. Die Gene sind ultramikroskopische Einheiten, 
und da ihre Aufgabe viel komplizierter ist als die eines Enzyms, so ist 
es wahrscheinlich, da die Gene aus viel gréBeren Molekiilen bestehen 
als diese, d. h. gréBer als 30000. Es ist sogar wahrscheinlich, daB sie 
gréBer sind als die meisten EiweiBmolekiile. Ein Gen kann daher nur 
wenige Molekiile enthalten, vielleicht besteht es aus nur einem einzigen 
Riesenmolekiil. 


vm- 
zten 
der 


and, 
1 Rahn, Physiology of Bacteria 8. 106. Philadelphia 1932. 
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Ist ein Gen einmal verloren gegangen, z. B. durch Réntgenstrahlen 
zerstort, so kann es nicht wieder hergestellt werden. Die Zelle teilt 
sich entweder ohne dieses Gen, und wir erhalten eine neue Varietiat., 
oder aber, wenn das Gen lebenswichtig ist, teilt sich die Zelle nicht weiter 
und stirbt friiher oder spiter ohne Nachkommen. Alle anderen Gene 
und Molekiile in der Zelle sind nicht imstande, dies eine verloren- 
gegangene wieder herzustellen. Wir miissen daher annehmen, dab jedes 
Gen sich selbst verdoppelt. Dies ist ein chemisch sehr ungewéhnlicher 
Vorgang. 

Alle anderen Zellbestandteile werden bei der Zellteilung ebenfalls 
verdoppelt, aber bei diesen ist es wahrscheinlich, daB sie durch irgend- 
einen besonderen Komplex von synthetischen Katalysatoren aus den 
Nahrungsmolekiilen hergestellt werden. Nur bei den Genen miissen 
wir Selbstverdoppelung annehmen, alle anderen Zellbestandteile kénnen 
wir durch eine Zentrale innerhalb der Zelle hergestellt denken. Die Gene 
nehmen also eine Sonderstellung ein; sie sind anders geartet als das 
,,Protoplasma“. 

Die Vorbedingung fiir die Teilung der Zelle ist also, daB jedes Gen 
sich verdoppelt hat. Beginnen wir mit dem Gen Nr. 1 in Chromosom A. 
Jede Zelle hat nur ein einziges solches Gen, und wir wollen zunachst 
einmal annehmen, da es aus einem einzigen Molekiil besteht. Das 
Massenwirkungsgesetz kann also nur auf eine groBe Anzahl gleicher 


Zellen angewendet werden. Wenn die Verdoppelungsgeschwindigkeit 
je Zeiteinheit m ist, dann ist die Wahrscheinlichkeit, daB in einer be- 
stimmten Zelle dies Gen Nr. 1 sich bereits verdoppelt hat, 


P=1—(l1—m) =1-—¢-. 
Dasselbe gilt fiir Gen Nr. 2, nur wird voraussichtlich die Verdoppelungs- 
geschwindigkeit m, und daher auch q, nicht genau die gleiche sein, also 
“a t 
Py, = 1—4q}. 
In derselben Weise findet sich fiir jedes einzelne Gen die Formel 
= t 
P,, =1— In° 
Die Wahrscheinlichkeit, da sich alle Gene in derselben Zelle verdoppelt 
haben, ist dann 
es y] 2 2 
P= P,.P,.F,...F,- 
Mit dieser Formel kénnen wir nicht viel anfangen. Wenn wir aber 
die recht wahrscheinliche Annahme machen, da die Verdoppelungs- 
geschwindigkeiten der verschiedenen Gene nicht sehr verschieden 
sind, und durch einen Mittelwert q ersetzt werden kénnen, dann erhalten 
wir unsere alte Formel 


P (1 q')" 
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fiir die Wahrscheinlichkeit, daB sich alle n Gene einer Zelle verdoppelt 
haben. Durch diese Verdoppelung ist die Zellteilung méglich gemacht, 
und diese Formel wird daher die Geschwindigkeit der Zellteilung be- 
herrschen, solange nicht ein hindernder Faktor eine Verzégerung 
bedingt. Die Wahrscheinlichkeit der Zellteilung ist fiir m — q = 0.5 
und fiir verschiedene Genzahlen in Tabelle III berechnet und in Abb. 1 
graphisch wiedergegeben. Es ergibt sich eine S-formige Kurve, die 
fiir mehr als 10 Gene ihre Form nicht mehr nennenswert andert und 
mit zunehmender Genzahl nur immer weiter nach rechts verschoben 
wird. Mit zunehmendem » dauert es also immer linger, ehe die ersten 
Zellen sich teilen: ist aber erst einmal der Anfang gemacht, dann teilen 
sich die iibrigen Zellen stets in derselben Zeitenfolge, unabhangig von 
der Anzahl der Gene. 


Tabelle ITI. Wahrscheinlichkeit, daB alle Molekiile reagiert 
haben, wenn m = q = 0,5. 





Zeit- Anzahl der Molekiile je Zelle 
einheiten || 2 4 ( 8 c 16 Re 
| | | 
0,5900 + 0,2500 | 0,0625 00,0039 | 0 0 0 
0,7500 05625 | 031389 0,1001 | 0,0100  0,0001 | 0 
0,8750 | 0,7656 | 0.5837 0,3436 | 0.1181  0,0139 | 0,0902 
0,9375 | 0,8789 | 0.7700  0,5967 | 0.3560 0.1268 | 0,0161 
0,9687 | 0,9385 0.8782 0,7757 | 0,6016 09,3620  0,1311 
0,9843 | 0,9690 09365 0,8816 | 0,7772 0,6046  0,3650 0 
0,9921 | 0,9844 0,9660 0,9392 | 0,8819 0,7780 0.6953 0.0004 
0,9960 | 0,9922 | 0.9820  0,9692 | 0,9392 0,8823 0,7784  0,0200 
0.9980 | 0,9960 00,9897 0,9845 | 0,9691 0,9394 0,8824 0,1416 
0,9990 | 0,9980 | 0,9960 0,9922 | 0.9844 0.9692 0.9394 0,3760 
0,9995 | 0,9990 0,9980 0,9960 | 0,9921 0.9845 0,9693 0,6140 
0,9997  0,9995 0,9990 0,9980 | 0,9960 0.9923  0,9846 0.7860 
0,9999 0.9997 0.9995 0.9990 | 0.9980 0,9960 0.9923  0,8860 
1 0,9999 0.9997 0,9995 0.9990 0,9980 0,9960 | 0,9490 
1 0,9999 0,9997 | 0,9995 0,9999 0.9980  0,9698 
1 0,9999 | 0.9997 0,9995 0,9990 | 0,9848 
0,9999 0.9997 90,9995  0,9925 
1 0,9999 0,9997  0,9963 
1 1 0,9999 0.9983 


1 
1 
1 
1 1 1 1 0.9993 


l 
1 
1 
1 


Nur wenn die Genzahl auBerst klein wird, ist der Verlauf anders. 
Ob es solche Lebewesen gibt, wissen wir nicht. Bei Bakterien ist die 
Genzahl wahrscheinlich zwischen 50 und 200, wie spater gezeigt. werden 
wird. Verfasser! hat darauf hingewiesen, da Bakteriophagen nur eine 
einzige EKigenschaft haben, also vielleicht nur aus einem Gen bestehen. 
Die kiirzlich gelungene Kristallisation des Virus der Mosaikkrankheit 
des Tabaks? steht damit ganz in Einklang. 

1 Rahn, Centralbl. f. Bakt. TT. Abt., 83, 277, 1931. — ? Stonley, 
Science 81, 644, 1935. 
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Man kann aus diesen Formeln auch fiir jede Zeitspanne den Prozent 
satz der sich teilenden Zellen berechnen, und erhalt dann eine asym- 
metrische Verteilungskurve (Abb. 2), die symmetrisch wird, wenn man 
die Haufigkeiten durch die entsprechenden Zeiten teilt. Bei der Auf- 
stellung dieser Formel sind einige Annahmen gemacht worden, die nicht 
ganz zutreffen. Zunachst ist das Gen als ein Ganzes, d.h. als ein 
einziges Molekiil angenommen worden. Wenn wir aber mit » nicht die 
Anzahl der Gene, sondern der 
Molekiile bezeichnen, aus denen die 
Gene bestehen, dann ist die Forme! 
korrekt. Es handelt sich ja hier 
darum, daB jedes einzige Gen- 
molekiil sich verdoppelt hat, also 
um eine vollstaéndig verlaufende 
Reaktion. — Ferner haben wir fiir 
die Verdoppelung eine monomole- 
kulare Reaktion angenommen. Ist 
sie multimolekular, so wird die 
mathematische Behandlung sehr 

Abb.2. Hiutigkeit (in °/o) der Zellteilung ip pte ap onary neta 

von yollkommen gleichen Zellen mit lich, aber prinzipiell wird dadurch 

oe Soe = ogi Zeltabsehnitten nichts geandert, und immer noch 

1s werden gleiche Zellen verschieden 

reagieren miissen. — Ferner ist eine weitere Annahme gemacht 

worden, da kein langsamerer Vorgang diese Funktion der Gene 
verdeckt. Dies kann nur experimentell gepriift werden. 





Zeltelungen je Ze 
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b) Versuchsergebnisse mit Einzellern. 

Die experimentelle Priifung ist mit Bakterien ziemlich leicht. 
Es ist notwendig, daB eine groBe Anzahl méglichst gleicher Individuen 
unter ganz gleichen Bedingungen kultiviert wird. Die gleichen Indi- 
viduen erhalt man aus einer in schnellstem Wachstum begriffenen Kultur, 
und die Einhaltung vollkommen gleicher Bedingungen ist ebenfalls 
mit Bakterien leichter als mit allen anderen Organismen. Auf diese 
Weise hat Verfasser gemeinsam mit Dr. Kelly! die Vermehrungs- 
geschwindigkeit einer groBen Anzahl Individuen von Bacterium aero- 
genes und von einer Weinhefe gemessen. Beide Organismen zeigen 
die asymmetrische Verteilungskurve, welche sich aus der theoretischen 
Formel ergibt. Die Tabelle IV zeigt die Ergebnisse fiir das Bakterium 
in drei Serien, dazu einige errechnete Werte nach der Formel 


P = (1 q')", 


1 Kelly u. Rahn, J. Bact. 23, 147, 1932; Rahn, J. Gen. Phys. 15, 257, 1932. 
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fir g = 0,3, 0,4, 0,5 und 0,6 und fiir m = 50, 100, 200 und 500. Abb. : 
eigt die experimentellen Werte fiir das Bakterium sowie einige der 
nerechneten Kurven. Aus letzteren ergibt sich, daB der Neigungswinkel 
ler Kurven durch den Wert fiir g, der Abstand vom Nullpunkt dagegen 
durch den Wert fiir » bestimmt wird. Die Berechnung von » aus der 
Kurvenform ist auf der naichsten Seite behandelt. 

Bayne-Jones und Adolph! haben in drei Arbeiten die Mes- 
sungen von kinematographischen Aufnahmen wacheender Bakterien 











0 % 30  %&  50Mn 


Abb. 3. Die Zellteilungsgeschwindigkeit yon Bacterium aerogenes, gemessen in drei ver- 
schiedenen Serien (I, Il und IID), sowie einige theoretische Wahrscheinlichkeitskurven. 


veréffentlicht, die sich fiir diese Auswertung gut eignen. Abb. 4 stellt 
die Nachkommenschaft einer einzelnen Zelle von Bacillus megatherium 
dar. Die Zahlen bedeuten die Anzahl Minuten, die von der ,,Geburt“ 
der Zelle bis zu ihrer Teilung verstreichen muBten, ehe die Zelle teilungs- 
fahig wurde. Man sieht, 

daB auch Geschwister- 

zellen recht verschiedene 

Teilungsgeschwindigkeit 

haben kénnen. Dasselbe 

gilt auch fiir Hefen, wie ane 
schon Kelly und Rahn - 3 
gezeigt hatten. Die letz- Y\ve—29 
teren konnten auch 

nachweisen, dab es sich 
hier nicht etwaum ver- ? 
erbbare Kigenschaften Abb. 4. Nachkommenschaft einer Zelle von Bacillus 


i megatherium. (Die Zahlen bedeuten Minuten von der 
handelte, denn die Geburt der Zelle bis zur vollendeten Teilung.) 


Nachkommen der am 


—® 


60 80 00 120 Min. 





1 Rahn, J. Gen. Phys. 15, 257, 1932; Bayne-Jones u. Adolph, 
J. Cell. and Comp. Physiol. 1, 387, 1932; Adolph u. Bayne-Jones, ebenda 1, 
409, 1932; Bayne-Jones u. Adolph, ebenda 2, 329, 1932. 


Biochemische Zeitschrift Band 284, 
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schnellsten sich teilenden Zellen zeigten nicht eine gréBere Teilungs- 
geschwindigkeit, sondern verhielten sich wie der Durchsehnitt, und 
die Nachkommen der am langsamsten sich teilenden Zellen wichen 
ebenfalls nicht vom Durchschnitt ab. Abb. 5 zeigt die Verteilung 
der Geschwindigkeiten in Bacillus megatherium. 

Die direkten Messungen an Einzellern haben also die theoretische 
Voraussage bestatigt, dal} gleiche 
Zellen sich unter gleichen Bedin- 
gungen nicht gleichzeitig teilen. 


c) Berechnung der Anzahl der Gene 
aus der Zellteilungsvariation. 
Aus der Formel fiir den Spiel- 

raum ergibt sich, daB dieser lediglich 

von der Zahl der Gene (oder der fiir 
die Teilung unerlaBlichen Molekiile) 0 20 D WW 30 60 70Mn 
abhangt. Es sollte sich daher aus Abb. 5. Hiufigkeit der verschiedenen 


dem experimentell bestimmten Spiel- Zellteilungsgeschwindigkeiten in der- 
selben Kultur von Bacillus megatherium. 





raum die Genzahl berechnen lassen. 
Wie schon Tabelle I zeigte, wird der Spielraum mit zunehmender Gen- 
zahl geringer. Die Verringerung ist so langsam, daB man in An- 
betracht der groBen biologischen Fehlergrenzen nur die GréBenordnung 
der Genzahl zu bestimmen erhoffen kann. 

Bisher hatten wir als Spielraum die Zeitspanne bezeichnet, die 
von der Teilung des ersten Prozentes aller Zellen bis zur vollendeten 
Teilung von 99%, verstreicht. Die experimentelle Bestimmung dieser 
Zeiten wird einen groBen Fehler haben, da beide Werte den Asymptoten 
recht nahe liegen. Es empfiehlt sich daher, die Werte fiir 5 und 95%, 
oder fiir 10 und 90°, zu benutzen, die man aus der nach dem Muster 
der Abb. 3 gezeichneten Kurve direkt ablesen kann. So ergibt sich 


32,5 —16,0 

z. B. aus Kurve I der Abb. 3 der Spielraum S;,9; 39 5 

29,75—18,0 ke 
und fiir Syo99 = 29 75 0,395. Eine direkte Formel zur Be- 
rechnung von » aus dem Spielraum ist nicht gut aufzustellen. Man 
kann aber aus den Daten der Tabelle V den Spielraum als Funktion 
des Logarithmus der Genzahlen zeichnen, und aus dieser Kurve die 
Genzahl fiir jeden Spielraum ablesen. Die obigen beiden Werte ergeben 
dann die Genzahlen 150 und 280. Aus der Kurve II derselben Figur 
erhalt man die Genzahlen 110 und 100, und aus der Kurve III die 
Zahlen 88 und 61. 


0,508, 


v. « . + . . . es 
Wie vorauszusehen war, laBt die Ubereinstimmung viel zu wiinschen 


iibrig. Diese Werte sind nur als Schatzungen anzusehen, denn es wird 


4* 
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kaum modglich sein, selbst bei Geschwisterzellen von Bakterien Ver- 
schiedenheiten ganz zu vermeiden. Verschiedenheit hat eine Ver- 
groBerung des Spielraums zur Folge. Ein gréBerer Spielraum be- 
deutet eine kleinere Gen- 

Tabelle V. zahl, daher sind die ex- 

Gpictraam der Zeit swischen perimentell gefundenen 

nl 1 und 99¢/ | 5 und 96% | 10und 900), Genzahlen niemals zu 
ent eromernoreserintietetoreonint groBb, sondern’ wahr- 
wtbsen ta scheinlich zu klein. Wir 





‘ 


10 0.857 0.744 0.653 kénnen also  ziemlich 
rel ; sVde 


50 0,713 0,587 0,497 sicher sein, daB~ der 
100 0,664 0,535 0.447 RET ee ae a 
500 0570 0440 0365 | urchs chnitt: wert der 
19000 0.531 0.414 0.336 obigen sechs Werte, 133, 


5 000 0,465 | 0,352 0,286 wahrscheinlich zu klein, 
ps oo eon ane cane und dab die Anzahl der 
100 000 0.379 0.280 0.224 Gene in Bacterium aero- 

genes etwas gréBer ist. 

Dasselbe Verfahren ergab fiir Bacillus megatherium! die Zahlen 6 
und 105, und fiir Bacterium coli? 64 und 70. Die Kurven fiir Hefe sind 
unsicher. Die kinematographischen Aufnahmen® ergaben eine Genzahl 
von etwa 1600, die direkten mikroskopischen Beobachtungen * 6400. 
Auch fiir einen kleinen Ciliaten, Colpoda, konnte aus Adolphs® Abb. 4 
die Genzahl berechnet werden. Sie betrug 80000 und 110000. 

Wenn auch die absoluten Werte nicht feststellbar sind, so ist doch 
die GréBenordnung einigermaBen sicher. Die Anzahl Gene bei Bak- 
terien ist von der GréBenordnung 100, bei Hefen zwischen 1000 und 
10000, und bei den Ciliaten von der Ordnung 100000. Diese Werte 
entsprechen wohl auch der allgemeinen Ansicht der Biologen. MuB 
aber nach vollendeter Verdoppelung aller Gene noch eine bestimmte 
Zeit verstreichen, ehe die Zelle sich teilen kann, dann werden die Gen- 
zahlen entsprechend wesentlich kleiner. 

Fir vielzellige Organismen verringert sich der Spielraum. Ver- 
fasser ® hat den denkbar einfachsten Fall einer Bakterienkolonie durch- 
gerechnet und gefunden, daB der Spielraum bei der ersten Generation 
0,80, bei der zehnten dagegen nur noch 0,38 ist. Die Variationsbreite 
gleichaltriger Bakterienkolonien stimmt damit tiberein. Der Durch- 
messer der Kolonien betrug: 

nach 6,5 Stunden: 0,064 mm + 50° 
0,400 ,, + 40%, 
1,280 ,, + 20% 
2,100 ,. + 27% 

1 Adolph u. Bayne-Jones, J. Cell. and Comp. Physiol. 1, 409, 1932. — 
2 Bayne-Jones u. Adolph, ebenda 2, 329, 1932. — * Déieselben, ebenda 1, 
387, 1932. 4 Kelly u. Rahn, J. Bact. 28, 147, 1932. — * Adolph, J. 
Exper. Zoology 53, 269, 1929. 6 Rahn, J. Gen. Phys. 15, 257, 1932. 
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Auf vielzellige Pflanzen und Tiere kann man diese Betrachtung nicht 
gut anwenden, da fast ohne Ausnahme die entstehenden Zellen nicht mehr 
gleich sind, sondern verschiedene Organe mit verschiedener Wachstums- 
geschwindigkeit bilden. Man kann jedoch allgemein erwarten, da ein 
Tier mit viel mehr Zellen einen kleineren Spielraum haben wird. Die Ent- 
wicklung der Eier von Végeln und Insekten kann hier nicht gebraucht 
werden, da die Eier im Moment, wo sie gelegt worden sind, nicht mehr 
einzellig sind. Vermutlich gibt es Daten iiber Froscheier, Drosophila, See- 
igeleier, die Verfasse: aber nicht finden konnte. Durchschnittswerte nutzen 
nichts, da hier gerade die Individualitat das Wichtige ist. Dagegen kennen 
wir recht genau die Trichtigkeitsdauer der Haustiere und die Schwanger- 
schaftsdauer beim Menschen. Der relative Spielraum errechnet sich fiir 
Kaninchen zu 20°, fiir Kiihe zu 14°, und fiir den Menschen zu 12°. 


IV. Variabilitit der Form. 

Die denkbar einfachste Form eines vielzelligen Organismus ist das 
Zusammenbleiben aller aus einer Mutterzelle entstandenen Nachkommen, 
die alle ganz gleich sind. Dies entsprache etwa einer Bakterienkolonie. 
Obwohl alle Zellen einer solchen Konglomeration aus einer einzigen 
Zelle entstanden sind, so findet man doch allerlei verschiedene Teilungs- 
stadien vor, als Beweis, daB keinerlei Synchronisierung stattfindet. 
Dasselbe gilt fiir die SproBverbande der Hefen; die Teilungsgeschwindig- 
keit einer Zelle ist durch die anderen Zellen nicht beeinfluBt. 

Trotzdem haben wir auch bei den einfachsten Zellen bereits eine 
typische Synchronisierung, die auch in unseren Formeln enthalten ist. 
Wir haben namlich stillschweigend angenommen, da kein Gen sich 
zum zweiten Male verdoppeln kann, ehe nicht alle anderen sich wenig- 
stens einmal verdoppelt haben. Das ist chemisch durchaus nicht selbst- 
verstandlich. Andernfalls aber wiirden ziemlich haufig Zellen ent- 
stehen, die von einer Sorte mehr als ein Gen fiihren. Es ist zur Zeit 
wohl kaum méglich, diese Synchronisierung chemisch zu _ erklaren, 
es sei denn, daB man ad hoc die ganz unbewiesene Annahme macht, 
daB alle Gene einer Zelle zu einem Riesenmolekiil vereinigt sind, das 
nur als Ganzes reagiert. 

Sobald aber bei Lebewesen eine Differenzierung der Zellen einsetzt, 
haben wir auch gegenseitige Beeinflussung der Teilungsgeschwindigkeit. 
Die Entwicklung des Embryos zeigt dies in allen auf die Morula folgenden 
Entwicklungsstufen. Die Kontrolle gipfelt schlieBlich in dem Aufhéren 
des Wachstums, nachdem die endgiiltige Form erreicht ist, oder in dem 
Ratsel der Tumoren, die aus der Rolle fallen, der Kontrolle nicht mehr 
gehorchen und von neuem planlos sich zu vermehren beginnen. Die 
Entwicklungsmechanik hat hier bereits eingesetzt und hat chemische 
Substanzen und Zellbestandteile gefunden, deren Gegenwart an be- 
stimmter Stelle eine Umstellung des Zellmechanismus bedingt. 

Aber auch reine Synchronisierungsvorrichtungen ohne Umanderung 
des Zelltypus sind wahrscheinlich. Vermutlich haben wir einen solchen 
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hei der Blattbildung héherer Pflanzen. Keine zwei Blatter eines Ahorn- 
baumes sind ganz gleich, und doch ist jedes Blatt aus einer einzelnen 
Zelle entstanden, und alle diese Urzellen aller Blatter eines Baumes 
sind direkte Abkémmlinge einer einzigen befruchteten Eizelle. Zunachst 
sind ,,Organisatoren’’ am Werk, welche die aufeinanderfolgenden Zell- 
teilungen so organisieren, da nicht eine formlose Zellmasse, sondern 
ein Blatt entsteht, mit harten Schutzschichten oben und unten, mit 
einem fein verteilten Wasserfiihrungssystem, mit einem Ventilations 
system und mit einer Zwischenschicht von Zellen, die als Energie 
transformatoren Chloroplasten besitzen. Und zwar entsteht nicht ein 
beliebiges Blatt aus dieser Einzelzelle, sondern ein Ahornblatt, typisch 
verschieden von allen anderen Blattarten. 

[bie Organisatoren sind aber nicht allmachtig. Sie liegen in Zwie 
spalt mit der chemisch bedingten Ungleichheit gleicher Zellen, und so 
ergeben sich kleine oder gréBere Abweichungen der Form durch Ab- 
weichungen der Teilungsfolge der Zellen. Man hat diese individuellen 
Differenzen bisher ausschlieBlich durch verschiedene Umgebung oder 
Ernahrung zu erklaren versucht, es ist aber kaum abzustreiten, dal 
auch aus rein chemischen Griinden aus gleichen Urzellen ungleiche 
Blatter entstehen kénnen. 


Viel spezifischere Synchronisierungen beschreibt Gurwitsch!. Er 


kam zu dem Resultat, daB die Synchronisierung der Zellteilung nicht 
chemischer, sondern physikalischer Natur sein miisse, und dies fiihrte 
schlieBlich zur Entdeckung der mitogenetischen Strahlen als Auslése- 
mechanismus fiir gewisse Zellteilungen. 


V. Der Tod der Zelle. 
a) Die Grenze zwischen Leben und Tod einer Zelle 

wird -von verschiedenen naturwissenschaftlichen Disziplinen nicht an 
gleicher Stelle gezogen. Bei Protozoen ist das Kriterium des Todes oft die 
fehlende Beweglichkeit, bei Pflanzenzellen das Versagen der Plasmolyse, 
oder die Farbbarkeit, d. h. das Versagen der selektiven Plasmapermeabili- 
tat oder die sichtbare Veranderung (Koagulation) des Protoplasmas. Bei 
Bakterien wird fast immer die fehlende Vermehrungsfahigkeit als Merkmal 
benutzt. Man iibertragt 1 cem der Kultur vor und nach der Des- 
infektion auf Nahragar und zahlt die Zahl der sich entwickelnden 
Kolonien. Diese Zahlen gelten als die Anzahl der lebenden Bakterien, 
die Differenz gibt also die Zahl der getéteten Bakterien an. Dieses 

Kriterium ist nur in der Bakteriologie iiblich. 
Verfasser hat in Gemeinschaft mit Mrs. Barnes? gezeigt, daB diese 
Kriterien nicht gleichzeitig eintreten. Bei einer sorgfaltig geziichteten 


1 Gurwitsch, Arch. f. Entwicklungsmechanik 52, 167, 1922, — * Rahn 
u. Barnes, J. Gen. Phys. 16, 579, 1933. 
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Reinkultur einer Hefe wurden die Zellen langsam getétet und die Anzahl 
der Uberlebenden nach den verschiedenen Kriterien bestimmt. Der 
‘od wurde herbeigefiihrt durch Hitze (50°), durch Sublimat, durch 
ultraviolettes Licht und durch Réntgenstrahlen. In allen Fallen verloren 
die Bakterien das Vermehrungsvermégen am_ schnellsten: alsdann 
folgte das Garvermégen; die Methylenblaufairbung trat noch langsamer 
ein, und die Koagulation des Protoplasmas erfolgte sehr viel spater. 
Uber die Todesursache gehen die Ansichten genau so weit aus- 
einander, wie iiber die Definition der Grenze zwischen Leben und Tod. 
Haufig liest man in der Literatur, daB die Zerstérung der Enzyme die 
eigentliche Todesursache ist: Bancroft und Richter! betrachten die 
Koagulation des Plasmas als die primaire Ursache. Die bakteriologische 
Methodik zeigt eine Stérung des Zellteilungsmechanismus an. 


b) Theoretische Voraussage der Absterbeordnung. 

Durch die vorausgegangenen Studien iiber den Spielraum chemischer 
Reaktionen in kleinstem Raum sollte es méglich scheinen, verschiedene 
Todestypen voneinander zu unterscheiden. Bei der St6érung der Zell- 
teilung sind wahrscheinlich sehr viel weniger Molekiile beteiligt als z. B. 
bei der Veranderung der Membran. Wir haben es im ersteren Falle 
mit Genen zu tun, und wir haben bereits gesehen, dab jedes einzelne 
Gen sich verdoppelt haben muB, ehe die Zelle sich teilen kann. Wenn 
also das Gift oder die Hitze ein lebenswichtiges Gen zerstért, so ist 
keine Vermehrung méglich. Ist dagegen ein nicht lebenswichtiges Gen 
zerstért, dann vermehrt sich die Zelle zwar, aber die diesem Gen ent- 


sprechende Eigenschaft ist unwiderruflich verloren, und wir haben eine 
neue Varietét von Zellen erhalten. Hierher gehért die Schaffung neuer 
Varietaten von Pflanzen durch Réntgenbestrahlung und der dauernde 
Verlust bestimmter Eigenschaften von Bakterien auf giftigen Nahr- 
béden. 


Jedenfalls kOnnen wir nach den bereits bekannten Formeln die Wahr- 
scheinlichkeit berechnen, da ein Bakterium in der Zeit ¢ tot sein wird, wenn 
1, 2, 3, 10, 100 oder 1000 Molekiile in der Zelle reagiert haben miissen, um 
den Tod zu verursachen. Es ist eben 

P< (1 a qty". 

Unter » sind hier bestimmte Molekiile zu verstehen, wie z. B. einzelne, 
voneinander verschiedene Gene derselben Zelle, oder aber sdmtliche Molekiile, 
etwa der Enzyme oder der Membran. Die Formel gilt nicht etwa fiir 100 
von 1000 Enzymmolekiilen, oder fiir ein Viertel aller Membranmolekiile. 

Der einfachste Fall ware n = 1, wenn also die Reaktion eines bestimmten 
Molekiils geniigen wiirde, um den Tod zu verursachen. Dann ware 

P=1—q, 
g =1—P. 


1 Bancroft u. Richter, J. Physic. Chem. 35, 511, 1931. 





56 O. Rahn: 


P ist die Wahrscheinlichkeit des Sterbens, also ist 1 — P die Wahrscheinlich- 
keit des Uberlebens. 
log (1 I’) 
log q 

log qg ist eine Konstante. Die Formel besagt also, daB in diesem Falle die 
Zeit eine geradlinige Funktion der Logarithmen der Uberlebenden sein mul. 

Ist dagegen n > 1, dann ist die Funktion nicht mehr geradlinig, wie 
Abb. 6 zeigt. Hier sind die Kurven der Abb. 1 als Uberlebendenkurve ge 
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Abb. 7. Absterbeordnung der Essigfliege (Drosophila) bei 39,59, nach Loeb und Northrup. 
Links: Kurve der Uberlebenden, und Todesfille fiir je 5 Minuten, 
Rechts: logarithmische Uberlebendenkurve. 


zeichnet. Wenn > 1, dann tritt im ersten Augenblick noch kein Todesfall 
ein, da die Wahrscheinlichkeit, da& mehrere Molekiile derselben Zelle 
gleichzeitig im ersten Augenblick reagieren, recht gering ist. Je mehr Mole- 
kiile reagieren miissen, ehe die Zelle tot ist, um so gréBer ist diese Latenzzeit, 
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in der kein Todesfall eintritt. Diese Periode ist wichtig; wenn in diesem 
Stadium die Einwirkung von Hitze, Gift oder Strahlung unterbrochen wird, 
erholen sich die Organismen wieder, und kénnen den erlittenen Schaden 
ausbessern. 

c) Absterbeordnung von vielzelligen Organismen. 

Die Absterbeordnung, wie sie sich fiir grobe Werte von n ergibt, 
entspricht unserer allgemeinen Erfahrung mit héheren Lebewesen. 
Kurze Einwirkung schadigender Einfliisse verursacht reparierbaren 
Schaden, aber keinen Tod. Bei langerer Einwirkung sterben zuerst die 
schwachlichen Individuen, dann der groBe Durchschnitt, und zu aller- 
letzt die widerstandsfahigsten. Als Beispiel (Abb. 7) diene der Tod 
von Drosophila durch zu hohe Temperatur, nach den Daten von Loeb 
und Northrup!. Die Verteilung der Todesfalle entspricht in allem einer 
Haufigkeitskurve und stimmt auch mit der in Abb. 2 wiedergegebenen 
theoretischen Kurve iiberein. Hierin liegt die Uberraschung: diese 
Kurve war fiir vollkommen gleiche Organismen berechnet. 

Wahrscheinlich waren die Essigfliegen dieses Versuchs nicht alle 
vollkommen gleich. Selbst bei der sorgfaltigsten Auswahl ware es nicht 
méglich, vollkommen gleiche Individuen zu erhalten. Da aber voll- 
kommen gleiche Individuen dieselbe Art von Uberlebendenkurven er- 
geben wirden, die wir mit unseren ungleichen Individuen erhalten 
haben, so ist es unentschieden, wieweit wir dieses Ergebnis der Ver- 
schiedenheit der Organismen und wie weit wir es dem Massenwirkungs- 
gesetz zuschreiben sollen. Hatten wir die Méglichkeit, eine groBe Anzahl 
gleicher Individuen zu ziichten, dann kénnten wir berechnen, wie viele 
Molekiile reagieren miissen, um den Tod herbeizufiihren. 

Jedenfalls diirfen wir selbst bei Vielzellern derselben Art nicht ohne 
weiteres den SchluB ziehen, daB die am langsten iiberlebenden Tiere 
oder Pflanzen die widerstandsfahigsten seien. Es kann sich um eine 
Auswirkung des Massenwirkungsgesetzes bei fast gleichen Individuen 
handeln. 

d) Absterbeordnung der Bakterien. 

Bei den Einzellern ist der extreme Fall, dal} die chemische Ver- 
anderung eines einzigen Molekiils geniigt, um die Zelle zu téten, nicht 
so undenkbar. Betrifft die Veranderung ein lebenswichtiges Gen, so 
kann sich die Zelle nicht mehr teilen. Eine Bakterienzelle kénnte alsdann 
keine Kolonie mehr bilden, und wiirde daher nach bakteriologischer 
Terminologie als tot angesehen werden. In diesem Falle sollten dann 
die Logarithmen der Uberlebenden eine geradlinige Funktion der Ein- 
wirkungsdauer der Schadigung darstellen: 


t log q = log (1 — P), 


wo log q eine Konstante und 1 — P die Wahrscheinlichkeit des Uber- 


lebens darstellt. 


' Loeb u. Northrup, J. of biol. Chem. 32, 103, 1917. 
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Nun trifft diese Formel gerade fiir Bakterien zu. Deren Uber 
lebendenkurve ist so grundverschieden von der fiir héhere Lebewesen, 


dab man schon seit fast 30 Jahren von der ,,logarithmischen Absterbe- 
ordnung’ der Bakterien spricht und eine Erklarung dafiir sucht. Als 
Beispiel diene der Tod von Bacterium coli durch Hitze (Abb. 8, A). 


Diese gerade Linie wird nur dann erreicht, wenn man ganz homogene 
Bakterien benutzt. Da junge, lebhaft sich teilende Zellen viel emp- 
findlicher sind als alte, ruhende Zellen, so finden wir bei Zellgemischen 
zuerst ein schnelles Absterben der jiingeren Zellen und spater eine 
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Abb. 8, Die logarithmische Absterbeordnung der Bakterien, reduziert auf je 1000 Zellen 
(log 1000 = 3): A: Bacterium coli in heiBem Wasser (hick), 
B: Bacterium paratyphosum in Wasser von 50° (Reichenbach 2), 
C: Staphylococeus aureus in 0,6°/) Phenol (Chick 1). 

















langsamere Reaktion, wie dies in Abb. 8, B, gezeigt wird. Dies ist die 
iiblichste aller Absterbekurven fiir Bakterien und grundverschieden 
von der fiir héhere Organismen. Bei ganz wenigen Arten, besonders 
bei Staphylococcen und fadenbildenden Bakterien, finden wir die 
entgegengesetzte Form der Kurve, die Ausbuchtung nach oben (Fig.8, €). 
Dies scheint eine Ubereinstimmung mit Vielzellern anzuzeigen, ist aber 
nur eine Folge der Zihlmethodik. Bekanntlich zihlen wir lebende Bak- 
terien durch die Kolonien, die sie bilden. Bei den fadenbildenden oder 
haufenbildenden Bakterien wird sehr oft eine Kolonie nicht von einer 
Zelle, sondern von vielen zusammenhangenden Zellen gebildet. Wenn 
nun von 10 Zellen eines solechen Haufens neun getétet werden, so 
entsteht immer noch eine Kolonie, und vorher wie nachher zahlt man 
solehen Haufen als ,,eine Zelle‘‘. ‘Tatsaéchlich haben wir es hier also 
mit einem vielzelligen Organismus zu tun. 

Wenn der Tod der Bakterien nicht durch Zerstérung einzelner 
lebenswichtiger Molekiile, sondern durch Atzung der Zellwand oder 
durch Verhungern hervorgerufen wird, dann sollten wir eine Absterbe- 
ordnung von der Art der Vielzeller erwarten, weil dann viele Molekiile 
zerstért werden miissen, ehe der Tod eintritt. 

' Chick, J. Hyg. 10, 237, 1910. — ? Reichenbach, Zeitschr. f. Hyg. 69, 
171, 1911. 
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VI. Das Maxwell-Boltzmannsche Verteilungsgesetz. 

Die bisher erwihnten Variationen betreffen ausschlieBlich Unter- 
schiede zwischen Individuen derselben Art, Unterschiede, die sich um 
einen Mittelwert nach Wahrscheinlichkeitsgesetzen gruppieren und mit 
der Erbmasse nichts zu tun haben. Es konnte auch experimentell 
gezeigt werden, da die Nachkommen ungewoéhnlich schnell sich 
teilender Bakterien nicht wiederum ungewéhnlich schnell sich teilten, 
sondern die tibliche Variation der ‘Teilungsgeschwindigkeit dieser Art 
aufwiesen. 

Grundsatzlich verschieden davon sind die erblichen Variationen. 
Diese entstehen, nach den Anschauungen der Genetik, durch eine 
Anderung im Mechanismus der Zellteilung, und zwar meistens durch 
eine Veranderung in der Zusammensetzung der Chromosomen. Wahrend 
die Ursachen der individuellen Verschiedenheiten bei jedem Individuum 
in Kraft treten, ist die Entstehung einer erblichen Verschiedenheit 
sehr selten. 

Alle bisher erforschten erblichen Variationsméglichkeiten gehen von 
einer fiir die Spezies charakteristischen, einfachsten Grundkombination der 
Gene aus. In den Varianten sind entweder die ganze Kombination oder Teile 
derselben verdoppelt oder vervielfacht, oder einzelne Gene oder Gengruppen 
fehlen, oder sie sind raumlich anders zusammengefiigt. Die Schaffung 
eines ganz neuen Gens ist bisher experimentell noch nie gelungen, mufi aber 
tatsachlich stattgefunden haben, da doch alle Gene irgendwann einmal ent- 
standen sein miissen. Es scheint berechtigt, anzunehmen, dali die ver- 
schiedenen Gene eines Lebewesens eine gewisse chemische Strukturahnlich- 
keit besitzen, und da8 durch Veranderung bereits vorhandener Gene neue 
Gene entstehen kénnen. Trotzdem scheint dies ein sehr seltenes Ereignis 
zu sein. Wenn die Berechnung auf 8. 52 richtig ist, da die Anzahl der 
Gene in einem einfachen Infusorium von der GréBenordnung 100000 ist, 
so ist es wahrscheinlich, daB& diese Zahl fiir die Wirbeltiere noch wesentlich 
gréBer ist, da die Anzahl erblicher Eigenschaften gréBer ist '. Nehmen wir 
das Tausendfache an, so ist die Genzahl 100 Millionen. Alle diese Gene 
sind einmal entstanden, hierzu sind aber iiber 100 Millionen Jahre ge- 
braucht worden, so da durchschnittlich in jeder Wirbeltierart auf der 
ganzen Welt nur einmal im Jahre ein neues Gen entstanden ist. Die Wahr- 
scheinlichkeit, die Entstehung eines Gens zu beobachten, ist also nicht 
sehr gro. 


Die Wahrscheinlichkeit der Reaktion eines bestimmten Molekiils 


hangt von seinem Energiegehalt ab. In einer Lésung gleicher Molekile 


variiert derselbe zwischen sehr weiten Grenzen in einer Verteilungskurve, 
die man nach dem Mazwell- Boltzmannschen Verteilungsgesetz berechnen 
kann. Nur diejenigen Molekiile kénnen reagieren, deren Energiegehalt 
ein bestimmtes Mindestmaf iiberschreitet. Wenn dieses Mindestmab, 
die Aktivierungsenergie, bekannt ist, laBt sich berechnen, wie wahr- 


' Das gilt auch fiir hGhere Pflanzen. Demerec gibt an, daB allein fiir den 
Chlorophylimechanismus des Mais schon 71 Gene bekannt sind. (Cold 
Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology 3, 80, 1935.) 
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scheinlich es ist, daB ein einzelnes Molekiil reagiert. Aus der Seltenheit 
der Entstehung neuer Gene kann man bereits schlieBen, daB die Schaffung 
eines neuen Gens erheblich mehr Energie erfordert, als gew6hnlich vor- 
handen ist, oder aber, daB ganz ungewéhnliche Verbindungen zur Ver- 
fiigung stehen miissen. Im ersteren Falle stehen dem Chemiker zwei 
Mittel zur Verfiigung, die Verteilungskurve nach rechts zu verschieben, 
d.h. Energie so zuzufiihren, daB mehr Molekiile mit hohem Energie- 
gehalt entstehen. Das gebrauchlichste Mittel, die Temperatursteigerung, 
ist in der Biologie nicht in nennenswertem Umfange anwendbar!. Der 
Chemiker benutzt ferner strahlende Energie. Wenn ein Lichtquantum 
absorbiert wird, nimmt die Energie des absorbierenden Molekiils zu, 
und die GréBe der Zunahme, d.h. die Quantenenergie, ist durch die 
Wellenlange der Strahlung gegeben. Da fast alle Pflanzen und Tiere 
der Sonnenstrahlung ausgesetzt sind, ist die experimentelle Schaffung 
neuer Gene durch Bestrahlung mit diesem Licht aussichtslos. Das 
kurzwellige Licht, unter 2500 A, ist das Gebiet der ,,mitogenetischen 
Strahlen‘‘, die zwar unter Umstanden die Zellteilung beschleunigen, 
nicht aber neue Gene schaffen. Es sei hier allerdings auf die ganz auBer- 
ordentlichen Formveranderungen der Seeigellarven hingewiesen, die 
Magrou? durch mitogenetische Strahlen erzielte. 

Sehr viel energiereicher sind die Réntgenstrahlen. Sie geben dem 
Gen, das sie absorbiert, so viel Energie, daf das Molekiil zerbricht. 
Auf diese Weise sind erbliche Variationen erhalten worden, durch Zer- 
stérung irgendeines nicht lebenswichtigen Gens. Es ist aber auch 
denkbar, daB ein anderes Molekiil in der Nahe eines Gens ein Réntgen- 
quantum absorbiert, so daB das Gen selbst nur einen Teil der Gesamt- 
energie bekommt. Wenn in diesem Augenblick alle anderen Reaktions- 
bedingungen ideal sind, kénnte ein neues Gen geschaffen werden. 
Vorausgesetzt, daB die Zelle mit dem neuen Gen lebensfahig ist und nicht 
vorher zerstért wird, ist alsdann eine neue Art von Lebewesen ent- 
standen. 

Mit Radiumstrahlen und kosmischen Strahlen liegt die Sache 
grundsatzlich ahnlich. Die Absorptionswahrscheinlichkeit wird mit 
zunehmender Quantenenergie geringer, die Zerst6rungsgefahr wird im 
Falle einer Absorption gréBer, aber die Méglichkeit zur Schaffung neuer 
Gene ist vorhanden. 


! Tischler (Bot. Jahrb. 67, 1, 1934) hat gezeigt, daB die Anzahl poly- 
ploider Pflanzen in Sizilien geringer, in Island gr6Ber ist als in Norddeutsch- 
land, daB also das kaltere Klima die Polyploidie begiinstigt. Dies hat aber 
nichts mit der Schaffung neuer Gene zu tun. Eine ahnliche Unter- 
suchung iiber die Anzahl der Gene ist zur Zeit noch nicht méglich, da wir 
die Gene noch nicht zahlen kénnen. * Magrou, Ann. Sciences Naturelles, 
Zoologie 14, 149, 1931. 
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Von anderen physikalisch-chemischen Uhberlegungen ausgehend, 
hat Freundlich! bereits 1919 einmal ahnliche Schliisse gezogen. Sein 
Argument war die ungleiche Molekiilverteilung im Raume. Als Beispiel 
diente ihm Smoluchowskys Berechnung, wie haufig der Fall eintritt, 
daB die Sauerstoffkonzentration in einem gegebenen Luftraum 1°, 
héher ist als der Durchschnitt. Bei einem Volumen von 0,25 uw Radius 
ereignet sich dies jede Sekunde, bei einem Radius von 0,30 u etwa alle 
12 Tage, und bei einem Radius von 0,5 u wahrscheinlich nicht in einer 
Billion Jahre. Dieselben Berechnungen sind auch auf Lésungen an- 
wendbar, und es ist klar, daB eine Zelle Schwankungen ausgesetzt ist, 
wie sie in einem Probierréhrchen niemals vorkommen. Nach Freundlich 
sind gerade das kleine Zellvolumen und die bevorzugte Stellung be- 
stimmter Molekiile fiir die lebende Zelle charakteristisch. 

Vielleicht ist eine Schwankung des Energieinhalts oder des Molekiil- 
gehalts der Zelle notwendig fiir die Erhaltung des Lebens, und dies 
kénnte ein Grund dafiir sein, da auch bei den gréBten Lebewesen 
die Zellen mikroskopisch klein geblieben sind. 


VII. Kausalgesetz und ,,Biologische Quantentheorie*. 

Die hier erwahnten nicht erblichen Variationen von Individuen 
sind durch die Annahme bestimmter lebenswichtiger Stoffe erklart 
worden, die fiir die Zellteilung unerlaBlich sind. Jede Zelle enthalt 
von jeder dieser Substanzen nur ganz wenige Molekiile, wahrscheinlich 
nur eines von jeder Art. Diese Annahme wirde zweifellos als phan- 
tastisch abgelehnt werden, wenn nicht die Genetiker aus ganz anders 
gearteten Erfahrungen denselben SchluB gezogen hatten. Es wider- 
strebt dem Chemiker, vielleicht nur aus Mangel an Erfahrung, mit der 
Reaktion eines einzigen Molekiils zu rechnen. Auch der Biochemiker 
denkt, wenn er von Protoplasma oder nativen Eiweibstoffen spricht, 
gewohnlich an Stoffe, die er wie andere chemische Substanzen in un- 
gezahlten Mengen von Molekiilen im Probierréhrchen studieren kann. 
Das ist bei den hier angenommenen Molekiilen ausgeschlossen. Jede 
Zelle besitzt eine Anzahl solcher Molekiile, alle verschieden, jedes eine 
andere Reaktion in der Zelle bestimmend. In ihnen beruht das Ge- 
heimnis der Lebensvorgainge. Die Zerstérung eines einzigen von ihnen 
zerstért auch den Teilungsmechanismus; die Zelle mag noch weiter 
atmen, mag sich noch bewegen, aber ihr Ende ist unvermeidlich; sie ist 
nicht mehr ,,unsterblich’* durch Teilung wie die unbeschadigte Zelle. 

Der Vergleich mit der Quantentheorie liegt nahe. Anstatt der 
groBen Anzahl gleicher Molekiile, mit der der Chemiker zu rechnen 
pflegt, findet der Biologe auf kleinstem Raume Einzelmolekiile, deren 


Reaktionen iiber Leben und Tod entscheiden. Diese Molekiile sind die 


1 Freundlich, Naturw. 1919, S. 832. 
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kleinsten Einheiten der lebenden Zelle, die Quanten, die das Leben 
bedingen. 

Das merkwirdige Ergebnis dieser Berechnungen ist, da voll- 
kommen gleiche Organismen unter vollkommen gleichen Bedingungen 
sich nicht gleich verhalten, sondern daB ein ziemlich weiter, experi- 
mentell meBbarer Spielraum vorhanden sein mu, innerhalb dessen 
die Reaktion stattfinden kann. Unter ,,vollkommen gleich‘: ist hier 
nicht nur eine experimentelle, sondern eine ideelle Gleichheit zu_ver- 
stehen; alle Zellen haben dieselben Molekiile in gleicher Zahl und in 
derselben Anordnung. Trotzdem reagieren sie nicht gleich. 

Dies widerspricht dem Kausalgesetz, nach welchem gleiche Ur- 
sachen gleiche Wirkungen auslésen sollten. Nun kann man freilich be- 
haupten, daB die Zellen noch nicht gleich genug seien, daB auch der 
Energiegehalt jedes Molekiils sowie die diesen kontrollierenden Fak- 
toren gleich sein miBten. Damit stoBen wir aber auf einen anderen 
Widerspruch. Zweifellos laBt sich der Energiegehalt eines Molekiils 
in einem gegebenen Augenblick weder messen noch regeln, und wir 
kommen zu der Streitfrage, die besonders durch die Quantentheorie 
in die Philosophie der Naturwissenschaften gekommen ist: Darf man 
einem Etwas, das prinzipiell nicht gemessen werden kann, tiberhaupt 
eine physikalische Existenz zuschreiben / 

Aus demselben Grunde wird es aber auch nie méglich sein, experi- 
mentell zu beweisen, da die hier gemachten Annahmen richtig sind, 
denn wir werden nie sicher sein kénnen, daB wir mit vollkommen gleichen 
Zellen arbeiten. 

Eine notwendige Folge der Ursache der hier beschriebenen Varia- 
tionen ist ihre UnumstéBlichkeit. Ebenso wie wir durch kein Mittel 
in der Welt alle Molekiile einer Rohrzuckerlésung gleichzeitig hydroly- 
sieren kénnen, ebensowenig kénnen wir die Zellen veranlassen, sich alle 


zu gleicher Zeit zu teilen. Durch Veranderung der Temperatur oder 
andere MaBnahmen kénnen wir zwar das Tempo der Reaktion be- 
schleunigen, aber die Haufigkeitskurve wird dadurch prinzipiell nicht 
geandert, sie wird nur auf andere Koordinaten iibertragen. 

Darum sollte diese Art der Veranderlichkeit nicht als Variation 


bezeichnet werden, denn der Biologe versteht darunter solehe Ab- 
weichungen vom Durchschnittstypus, die er durch Anderung der Umwelt 
schaffen oder vermeiden kann. Es ist freilich gezeigt worden, dab 
namentlich bei h6heren Lebewesen die durch chemische Gesetze bedingte 
Varietatskurve der durch Verschiedenheiten der Individuen verursachten 
so ahnlich ist, daB an eine Differenzierung zur Zeit nicht zu denken ist. 
Fiir diejenigen Falle aber, wo die Trennung méglich ist, z. B. beim Tode 
der Bakterien, méchte ich doch eine andere Bezeichnung empfehlen 
und dafiir den Ausdruck ,,chemisch bedingter Individualismus* vor- 
schlagen. 
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Uber den Umsatz der Adenosintriphosphorsiure im Muskel. 


Il. Mitteilung: 

Zusammenhang zwischen der Dephosphorylierung von Adenosintriphosphor- 
siure, Ammoniakbildung und Kreatinphosphorsiurezerfall bei der 
Muskeltitigkeit. 

Von 
D. Ferdmann und 0, Feinsehmidt. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Instituts fiir Arbeitshygiene und 
Berufskrankheiten in Charkow.) 


(Eingegangen am 5, Dezember 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der vorangehenden Mitteilung (1) konnten wir feststellen, dab 
bei der Ermiidung von Fréschen in ihren Muskeln anorganisches Pyro- 
phosphat angehauft wird, unter gleichzeitigem Schwund von Adenosin- 
triphosphorséure (ATP.). Wahrend der Erholung der Frésche findet 
nach unseren Befunden ein gegensatzlicher Vorgang statt, und zwar 
schwindet das anorganische Pyrophosphat unter gleichzeitiger Bildung 
von ATP. Die Beseitigung des anorganischen Pyrophosphats ist nach 
einer Erholungszeit von 30 Minuten vollendet. 

In der folgenden Arbeit haben wir gleichzeitig mit dem Umsatz 
von ATP. auch den Umsatz von Kreatinphosphorséure und die Am- 
moniakbildung im Muskel bei Ermiidung und Erholung von Fréschen 
untersucht. Dabei interessierte uns hauptsachlich die Geschwindigkeit 
der einzelnen Vorgange: der Resynthese der zerfallenen ATP., der- 
jenigen von Kreatinphosphorsaure, sowie der Beseitigung des gebildeten 
Ammoniaks. 

Methodik. Die Versuche wurden im Winter und im Friihling 1935 an 
Fréschen angestellt. Die Tiere lieBen wir, wie in unseren friiheren Versuchen, 
bis zur vollen Ermiidung springen. Nach 1 bis 2 Minuten, etwa nach 15 bis 
20 Spriingen waren die Frésche vollkommen ermiidet und konnten nicht 
mehr zum Springen gezwungen werden. Ein Teil der ermiideten Frésche 
wurde sogleich getétet, die iibrigen nach verschieden langer Erholung 
(3, 5 und 15 Minuten). Als Ruhetiere dienten Frésche, die langere Zeit in 
einzelnen Behaltern fast bewegungslos gesessen hatten. 

Nach Durchschneiden des Riickenmarks wurden die Muskeln der Hinter- 
extremitaten schnell entnommen, in fliissiger Luft gefroren und zerkleinert. 
Fiir die Bestimmung von anorganischem Pyrophosphat, ATP. und Ammoniak 
wurde ein Teil des Muskelpulvers in eine 7 %ige Trichloressigsdéurelésung 
gebracht (2 cem 7 ©, iger Trichloressigsaéure pro 1 g Muskel), iiber Nacht stehen- 
gelassen und dann filtriert. Fiir die Kreatinphosphorsiurebestimmung 
wurde ein aliquoter Teil des Muskelpulvers in eine 4 °,ige Trichloressigsaure- 
lésung gebracht (1,5 bis 2g Muskel in 20 cem Trichloressigséure). Nach 
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10 Minuten wurde filtriert, und in dem eiweifSfreien Extrakt sogleich 
Kreatinphosphorséiure nach Fiske und Subarow (2) bestimmt. Da_ in 
10 Minuten die Extraktion nicht vollkommen ist (90 bis 95°,), sind die 
in Tabellen angebrachten Werte entsprechend korrigiert worden. 

Der Gehalt an ATP. und anorganischem Pyrophosphat wurde mit 
Hilfe der spezifischen Fermente — Adenosintriphosphatase nach Jakobsen (3) 
und Pyrophosphatase nach Lohmann (4) hergestellt bestimmt. Die 
Ansatze (neutralisierter eiweiBfreier Extrakt) mit Adenosintriphosphatase 
blieben 1'/, Stunden bei 40° stehen, diejenigen mit Pyrophosphatase 
1 Stunde bei 20 bis 25°. Es wurden auBerdem stets gleichzeitig Kontroll- 
ansitze mit reiner Na-Pyrophosphatl6sung mit den betreffenden Ferment - 
losungen unter den gleichen Bedingungen stehengelassen. In einigen 
Versuchen erwies sich das eine oder andere Ferment als nicht streng spezifisch. 
In den Tabellen sind nur die Befunde angegeben, in denen die Pyrophos- 
phatase das zugesetzte Na-Pyrophosphat vollstandig gespalten hatte, die 
Adenosintriphosphatase dagegen ohne Wirkung war. AuBerdem wurde im 
eiweibfreien Extrakt die ,,Pyrophosphatfraktion** (die Menge des in 7 Minuten 
bei Hydrolyse in n HCI bei 100° abgespaltenen Phosphors) bestimmt. Die 
Summe der mit Hilfe der beiden Fermente ermittelten Werte fiir ATP. und 
anorganisches Pyrophosphat entsprach meistens genau dem fiir die ,,Pyro- 
phosphatfraktion’: gefundenen Wert. In einigen Versuchen wurde nur 
eines der Fermente angewandt. In diesen Versuchen wurde bei Anwendung 
von Adenosintriphosphatase die Menge des anorganischen Pyrophosphats 
aus der Differenz der ,,Pyrophosphatfraktion** und des als ATP. gebundenen 
Pyrophosphats berechnet. Bei Anwendung von Pyrophosphatase berechneten 
wir umgekehrt die Menge der ATP. aus der Differenz der ,,Pyrophosphat- 
fraktion** und des anorganischen Pyrophosphats. 

Das Ammoniak wurde mit Hilfe der von Conway (5) vorgeschlagenen 
Absorptionsmethode bestimmt. Es wurde das praformierte Ammoniak 
sowie das wihrend dreistiindiger Autolyse von mit der Schere zerkleinertem 
Muskelbrei in 2° iger Bicarbonatlésung bei 40° entstehende Ammoniak 
bestimmt. Nach Embden (6) verlauft unter diesen Autolysebedingungen 
die Ammoniakbildung auf Kosten der Desaminierung von Adenylsiure (es 
besteht die Méglichkeit, das dabei teilweise auch andere Substanzen des- 
aminiert werden). 

: Versuchsergebnisse. 

a) Zerfall und Resynthese von ATP. und Kreatinphosphorsdure im Muskel. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse von zehn Versuchen angefiihrt, in 
denen die Analyse der Phosphorverbindungen der Froschmuskeln 
bei Ruhe, Ermiidung und nach verschieden langer Erholung der Tiere 
erfolgte. Jeder Versuch wurde an einer bestimmten Serie von Fréschen 
ausgefiihrt, von denen einige im Ruhezustand, andere nach der Er- 
miidung, die dritten nach verschiedener Erholungszeit getétet wurden. 
In Spalte 6 sind die fiir den Gehalt der ,,Pyrophosphatfraktion® (in 
n HCl bei 100° in 7 Minuten abgespaltener P) erhaltenen Werte an- 
gefiihrt. Wie ersichtlich, treten bei der Ermiidung keine betrachtlichen 
Anderungen im Gehalt dieser Fraktion im Muskel ein. Was jedoch 
die Bestandteile der ,,Pyrophosphatfraktion“ — ATP. und anorgani- 
sche; Pyrophosphat betrifft, so hangt ihre Zusammensetzung vom 
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Tabelle I. Gehalt 





Umsatz der Adenosintriphosphorsiure im Muskel. I. 


der Phosphorverbindungen im Muskel in mg-°%. 
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physiologischen Zustand des Muskels ab. Wie aus Spalte 7 ersichtlich 
enthalten die Muskeln von Ruhefréschen gar kein anorganisches Pyro 
phosphat oder nur Spuren desselben. Muskeln ermiideter Frésch« 
enthalten immer anorganisches Pyrophosphat, so dab die ,,Pyro 
phosphatfraktion™ zum groBen Teil daraus besteht. Bei der Erholung 
nimmt die Menge des anorganischen Pyrophosphats allmahlich ab 
nach 15 Minuten Erholung war es in einigen Fallen vollstaéndig, in 
anderen zum gr6Bten Teil verschwunden. 

Die in Spalte 8 angefiihrten Befunde zeigen, da in Muskeln von 
Ruhefréschen die ,,Pyrophosphatfraktion® fast ausschlieBlich aus ATP 
besteht. Bei den durch Springen ermiideten Fréschen ist der ATP. 
Gehalt bedeutend niedriger. Wahrend der Erholung steigt die Menge 

der ATP. allmahlich an, nach 
































— Game a a = 15 Minuten Erholung ergibt 
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Abb. 1. anorganischen Pyrophosphats 


graphisch wiedergegeben. 

In Spalte 2 der Tabelle I sind die entsprechenden Daten fiir den 
Kreatinphosphorsauregehalt der Muskeln bei Ruhe, Ermiidung und Er- 
holung angefiihrt. Aus diesen Befunden ist ersichtlich, daB inden Muskeln 
der ermiideten Frésche die Kreatinphosphorsiure zum gréBten Teil 
(66 bis 92°) zerfallen ist. Bei der Erholung der Tiere wird die Kreatin- 
phosphorsaure allmahlich resynthetisiert. Wie aus Spalte 1 ersichtlich. 
wird der Zerfall von Kreatinphosphorsaure bei der Ermiidung von eine: 
o-Phosphorsaurebildung begleitet; das o-Phosphat wird dabei zum Teil 
verestert. Die Resynthese der Kreatinphosphorsaure verlauft wahrend 
der Erholung unter gleichzeitiger Verminderung des o-Phosphor 

* Anmerkung: In einigen hier nicht angefiihrten Versuchen haben wit 
bei der Untersuchung der Zusammensetzung der Pyrophosphatfraktion 
auBer den erwaihnten Methoden, die ATP. auch mit Hilfe von Desaminase 
{nach der Vorschrift von Parnas (7)] bestimmt. Wir sind dabei zu demselben 
Ergebnis gekommen, da bei der Muskeltitigkeit anorganisches Pyro- 
phosphat von ATP. abgespalten wird, bei der Erholung wird es unte? 
Bildung von ATP. beseitigt. Diese Tatsache, die wir zuerst bei der Be- 
stimmung der ATP. als Pentose (siehe I. Mitteilung) festgestellt haben, 
konnten wir also bei Anwendung der verschiedenen spezifischen Fermente 
bestatigen. 
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sduregehalts. Nach 15 Minuten Erholung war in allen Versuchen 
auBer dem Versuch vom 26. Marz) der Kreatinphosphorsauregehalt 
ler Muskeln niedriger als derjenige der Ruhefrésche. Wenn man jedoch 
in Betracht zieht, da ein Teil der beim Zerfall der Kreatinphosphor- 
siure entstandenen o-Phosphorsdéure verschwindet (verestert wird), 
so wird ersichtlich, daB auf die Summe von praformierter o-Phosphor- 
saure und aus Kreatinphosphorséure abspaltbarer o-Phosphorsaure 
berechnet (Spalte 3), letztere nach 15 Minuten Erholung ungefaihr den 
gleichen Prozentsatz wie beim Ruhefrosch ergibt. 

In Abb. 2 ist der 
Verlauf des  Zerfalls 
und der  Resynthese 











von Kreatinphosphor- 80 16 
siure graphisch wieder- . ad 
gegeben. i 19 
Ermidung §Erholung3' ~— Erholung 5’ Erholung 15' 
b) Die Ammoniakbildung 7) P cer HP 0s (in mg %) 
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In Tabelle Il sind Abb. 2. 


unsere Befunde tiber den 

Ammoniakgehalt der Muskeln (A-Werte) und die Ammoniakbildung 
hei dreistiindiger Autolyse von Muskelbrei in 2° ,iger Bicarbonat- 
lisung bei 40° (B-Werte) angefiihrt. Wie aus Spalte 1 ersichtlich, ist 
der Ammoniakgehalt der Muskeln der ermiideten Frésche in den 
meisten Fallen nur wenig héher als beim Ruhefrosch. Wahrend der 
Erholungsperiode treten keine betriachtlichen Anderungen im Am- 
moniakgehalt der Muskeln ein. 

In Spalte 2 sind die Ammoniakwerte nach der Autolyse in Bi- 
carbonat angefiihrt. Aus diesen Befunden geht hervor, dab die B-Werte 
in den ermiideten Muskeln immer niedriger als beim Ruhefrosch sind, 
wahrend der Erholungsperiode erreichen sie wieder die Héhe der Ruhe- 
werte. Dementsprechend ist die Menge des bei der Autolyse entstehenden 
Ammoniaks (B— A) in den Muskeln der ermiideten Tiere bedeutend 
niedriger als beim Ruhefrosch (Spalte 3): in Muskeln von erholten 
Fréschen ist die autolytische Ammoniakbildung derjenigen beim Ruhe- 
frosch ahnlich. 

Diese Befunde kénnen in folgender Weise erklart werden. Bei 
ermiudender Arbeit findet eine Desaminierung von Nucleotiden (ATP. 
oder ihrem Dephosphorylierungsprodukt Adenylsaéure) im Muskel 
statt. Dadurch wird die Verminderung der Ammoniakbildung bei 
Bicarbonatautolyse verursacht. Das bei dieser Desaminierung ent- 
standene Ammoniak bleibt nicht im Muskel, sondern verschwindet 
daraus (geht ins Blut iiber 7), so daB der Ammoniakgehalt nur wenig 
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Tabelle If. Bildung und Beseitigung von Ammoniak im Muskel. 
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steigt. Wahrend der Erholung werden die Nucleotide reaminiert und 
daher kann wieder mehr Ammoniak bei Autolyse des Muskelbreies 
in Bicarbonat gebildet werden. Die Reaminierung der Nucleotide 
verlauft ohne gleichzeitige Verminderung des Ammoniakgehalts 
(A-Wert); es mu also angenommen werden, da im Muskel noch eine 
andere Quelle fiir die Ammoniakbildung vorhanden ist, auf deren 
Kosten die Reaminierung der Nucleotide wahrend der Erholung statt- 
findet. In dieser Hinsicht stimmen unsere Befunde mit der Ansicht 
von Parnas iiberein, daB die Ammoniakbildung bei der Muskeltatig- 
keit kein reversibler Vorgang ist, wie dies von Embden angenommen 
wurde. 
Diskussion. 

Die gleichzeitige Untersuchung des Umsatzes der ATP. und der 
Kreatinphosphorséure im Muskel bei der Arbeit und Erholung des 
Organismus erméglicht es, der Klarung der Frage iiber die Verkettung 
der einzelnen energetischen Vorgange im Muskel naher zu treten. Eine 
Reihe von Arbeiten von Meyerhof und Lohmann sowie von Parnas 
und seinen Mitarbeitern sind in der letzten Zeit dieser Frage gewidmet 
worden. 

1934 hat Lohmann (8) die Ergebnisse seiner neuen Untersuchungen 
ver6ffentlicht, aus denen hervorging, daB in Muskelextrakten fiir die 
Wirkung des den Kreatinphosphorsaurezerfall foérdernden Ferments 
die Anwesenheit von ATP. notwendig sei. Seine Untersuchungen 
iiber die Kinetik des fermentativen Zerfalls der Kreatinphosphorséure 
in Muskelextrakten fiihrten Lohmann zu dem SchluB, daB der Zerfall 
der Kreatinphosphorséiure nach den folgenden zwei Gleichungen 
verlauft : 

1. ATP. — Adenylsaure + 2 H,PO,. 

2. Adenylséure -+- 2 Kreatinphosphorsaure > ATP. + 2 Kreatin. 


Beim Ubertragen dieser Befunde auf den arbeitenden Muskel mul 
demnach angenommen werden, da die Muskeltatigkeit vor allem mit 
dem Zerfall von ATP. zusammenhangt, der Kreatinphosphorsaure- 
zerfall ist eine darauf folgende Reaktion, welche die Energie fiir die 
Resynthese von ATP. liefert. Viel weiter in der Verkettung der energeti- 
schen Vorginge im Muskel gehen Parnas und seine Mitarbeiter. Auf 
Grund ihrer an mit Jodessigsiure vergiftetem Muskelbrei erhaltenen 
Befunde geben Parnas, Ostern und Mann (9) ein Schema fiir den Umsatz 
von ATP., Kreatinphosphorsaure und Glykolyse. Nach diesem Schema 
sind die zur Zeit bekannten, in der anaeroben Phase verlaufenden 
energetischen Vorgange untereinander verkettet. Der Zerfall von ATP. 
verlauft danach in der Weise, dai zwei Molekiile Phosphorsaure direkt 
auf Hexose iibergehen unter Bildung von Hexosediphosphat. Die 
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beim weiteren Zerfall des Hexosediphosphats auftretende Phospho 
glycerinsaure oder das nachste Produkt ihrer Umwandlung, Phospho 
brenztraubensaure, ubertragt ihre Phosphorsdure auf Kreatin,  s: 
daB Kreatinphosphorsaure entsteht. In der letzten Zeit sind Ostern 
Baranowski und Reis (10) und Meyerhof (11) auf Grund ihrer Unter 
suchungen zu dem SchluB gekommen, daB Phosphoglycerinsdure kein 
unmittelbarer Phosphorsduredonator fiir Kreatin ist, sondern daB an 
dieser Ubertragung auch ATP. teilnimmt, und zwar gehen zuerst 
zwei Phosphorsauremolekiile von Phosphobrenztraubensaure auf Adeny!- 
saure tiber, die dabei entstehende ATP. ist unmittelbarer Phosphor 
siuredonator fiir Kreatin. Die Ubertragung von Phosphorsdure verlauft 
hier nach folgender Reaktion: 

ATP. + 2 Kreatin » Adenylsaure + 2 Kreatinphosphorsaure. 

Die von Lohmann festgestellte Reaktion: 

Adenylsaure + 2 Kreatinphosphorséure > ATP. + 2 Kreatin 
mus demnach als eine reversible Reaktion betrachtet werden, die 

Xeversibilitat wird durch einen intermediaren Phosphorsauredonator 
Phosphoglycerinsaure bzw. Phosphobrenztraubensaure — ermdéglicht. 

Wir haben den Umsatz von ATP. und Kreatinphosphorsaure in 
Muskeln bei verschiedenen physiologischen Zustanden des Organismus 
(Ruhe, Ermiidung und Erholung) untersucht. In derartigen Versuchen 
ist es natirlich unméglich, die einzelnen im Muskel verlaufenden chemi- 
schen Vorgange streng abzugrenzen und ihre Reihenfolge nachzuweisen. 
Dies ist nur in vitro (im Muskelextrakt, mit Monojodessigsaéure ver- 
giftetem Muskelbrei usw.) méglich. Aus den Ergebnissen unserer Unter- 
suchungen geht hervor, daB bei ermiidender Arbeit des Frosches in 
seinen Muskeln anorganisches Pyrophosphat auf Kosten des ATP.- 
Zerfalls und o-Phosphorséure auf Kosten des Kreatinsaurezerfalls ent- 
stehen. Beider Erholung derTiere werden das anorganische Pyrophosphat 
unter Bildung von ATP. und die o-Phosphorséure unter Bildung von 
Kreatinphoshorséure allmahlich beseitigt. Wir konnten also unte1 
unseren Versuchsbedingungen, die als annahernd physiologisch zu_be- 
trachten sind, keine Wechselwirkung des Systems von o-Phosphorsaure, 
Donatoren und Acceptoren nachweisen, wie dies dem Schema von 
Parnas und seinen Mitarbeitern entsprechen wiirde. 

Unsere Versuchsergebnisse erlauben es, die Geschwindigkeit der 
ATP.- und Kreatinphosphorsauresynthese wahrend der Erholung der 
ermtideten Frésche zu vergleichen. Aus den Abbildungen 1 und 2 ist 
ersichtlich, daB die Resynthese von der Dauer der Erholungsperiode 
abhangt und zum gréBten Teil schon in 15 Minuten beendet ist. 

Wir haben nachgewiesen, daB bei der Muskeltatigkeit ATP. unter 
Bildung von anorganischem Pyrophosphat dephosphoryliert wird, 
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labei mufS Adenylsdure entstehen. Wir stehen also vor der Frage nach 
lem weiteren Schicksal der Adenylsdure. Unsere Befunde iiber die 
\mmoniakbildung im Muskel weisen darauf hin, dab die bei der ATP.- 
Dephosphorylierung entstandene Adenylsiure desaminiert wird, da 
jaim Muskelbrei von ermiideten Tieren bei Autolyse in 2 °,iger Bicarbonat- 
lssung weniger Ammoniak als im Muskelbrei von ruhenden Tieren 
gebildet wird (Tabelle 11). Wahrend der Erholung findet neben der Be- 
seitigung des anorganischen Pyrophosphats eine Zunahme der Ammoniak- 
bildung bei der Autolyse von Muskelbrei in Bicarbonat statt, es tritt 
also eine Reaminierung sowie eine Rephosphorylierung von Inosin- 
sdure unter Bildung von ATP. ein. 

Zur Klarung der Frage iiber den Zusammenhang zwischen Reami- 
nierung und Rephosphorylierung von Inosinséure werden wir weitere 
Untersuchungen iiber die Geschwindigkeit dieser beiden Vorgange 
wahrend der Erholung des Muskels anstellen. 


Literatur. 


1) Ferdmann u. Feinschmidt, diese Zeitschr. 277, 203, 1935. 2) Fiske u. 
Subbarow, J. Biol. chem. 81, 629, 1931. 3) Jakobsen, diese Zeitschr. 242, 
292, 1931. 4) Lohmann, ebenda 272, 24, 1934. 5) Conway, Biochem. 
J. 27, 419, 1933. 6) Embden und Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
179, 149ff., 1928. —— 7) Parnas u. Lutwak-Mann, diese Zeitschr. 278, 11, 1935. 
— 8) Lohmann, ebenda 271, 264, 1934. — 9) Parnas, Ostern u. Mann, ebenda 
275, 74, 1935. — 10) Ostern, Baranowski u. Reis, ebenda 279, 85, 1935. — 
11) Meyerhof, Naturw. 23, 490, 1935. 








Untersuchungen iiber die Stickstoffbindung bei der Erle. 
Von 
Artturi I. Virtanen und Saara Saastamoinen. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Stiftung fiir Chemische Forschung 
in Helsinki.) 
(Hingegangen am 12. Dezember 1935.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Im AnschluB an unsere Leguminosenuntersuchungen haben wi: 
vom Jahr 1931 an entsprechende Untersuchungen auch an der Erle aus- 
gefiihrt, welcher, wie Hiltner schon 1896 nachwies, ebenfalls die Fahig 
keit zuakommt, atmospharischen Stickstoff aufzunehmen. Unten seien 
die Ergebnisse unserer bisherigen Arbeiten mitgeteilt ?. 


1. Das Wachstum geimpfter Leguminosen und Erlen in Wasserkulturen, 


Als allgemeine Auffassung hat seit Hiltners Zeiten gegolten, dal} 
geimpfte Leguminosen in Wasserkulturen nicht zum Wachsen gebracht 
werden kénnen, wenn sich die Wurzeln im Wasser befinden, wabrend die 
Erle in solchen Kulturen vorziiglich gedeiht. In Wirklichkeit besteht 
jedoch kein solcher Unterschied, denn auch die Leguminosen gediehen 


in einer Wasserkultur gut, wenn nur wahrend des Wachstums durch 
die Lésung ein Luftstrom geleitet wird (Virtanen 1935a, 1935b, Virtanen 
und v. Hausen 1935). Folgender Versuch gibt dies deutlich zu erkennen 
(Tabelle I): 

Tabelle I. Versuch mit Erbse in Naéhrlésung (sterile Versuchs- 

anordnung). 

Woulff-Flaschen zu 3 Liter. 3 Liter Nahrlésung. Zwei Erbsenpflanzen in 
jeder Flasche. Aussaat 17. November 1934, unterbrochen am 4. Januar 1935. 





Zufuhr ike N in der 
Stickstoff- Luft- von gas- — N Nahr- 
nahrung zufuhr firmigem lisung 
Stickstoff gz mg mg 


Impfung 


Ungeimpft 0 nein nein 1,060 12,18 - 
Geimpft 0 " ja 0,427 9,94 ~ 
; 0 i ja 0,520 9,52 — 
0 ‘ nein 1,563 25,48 1,26 
Ke 0 . : 2,553 48,72 1,26 
0 ja 5,757 148,12 1,54 
ss 0 is = 4,788 167,16 1,40 
Ungeimpft cede sk | nein ? 4,318 161,00 2289,00 


1 Die Hauptergebnisse der damaligen Versuche wurden am 12. Dezem- 
ber 1934 in der Sitzung der Forstwissenschaftlichen Gesellschaft in Finnland 
vorgelegt. 
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Aus den Versuchen geht hervor, dab, wenn durch die Nahrlésung 
sastOrmiger Stickstoff hindurchgeleitet wird, das Wachstum der Erbse 
vollig verhindert wird, wogegen diese vorziiglich gedeiht, wenn statt 
Stickstoff Luft durch die Nahrlésung strémt. AusschlieBlich unter 
Verwertung der in der Nahrlésung an und fiir sich enthaltenen Luft- 


menge ist das Wachstum der Erbse schwach gewesen. Line reichliche 
Sauerstoffzufuhr ist also fiir die Tatigkeit der Wurzelknéllchen unbedingt 
erforderlich. Die geimpften, aber in stickstoffhaltiger Nahrlésung ge- 
wachsenen Pflanzen gediehen auch ohne Luftzufuhr relativ gut, woraus 
folgt, daB namentlich die Wurzelknéllchen von einer reichlichen Luft- 


zufuhr abhangig sind. 

Fir die Erle trifft dasselbe zu wie fiir die Leguminosen. Bei Kultur 
in geréumigen GefaiBen mit weiten Offnmungen wird der Erle schon in 
Wasserkulturen so viel Luft zugefiihrt, da} ein Wachstum ermdéglicht 
wird. Zur F6rderung des Wachstums tragen insbesondere die am 
Wurzelhals befindlichen Knéllechen bei, die gelegentlich an die Ober- 
flache der Nahrlésung geraten und so reichliche Mengen Luft erhalten. 
Wird die Luftzufubr verhindert, so wachst auch die Erle in der Wasser- 
kultur nicht. Ein eigentlicher Unterschied zwischen dem Gedethen der 
Erle und der Lequminosen in) Wasserkulturen besteht demnach nicht. 
Méglich ist allerdings, daB bei den Leguminosen das Luftbedirfnis 
gréBer ist als bei der Erle, doch liegen dariiber keine sicheren Belege vor. 

Da nun eine reichliche Luftzufuhr sowohl bei Leguminosen wie auch 
bei Erlenkulturen, die in ihrer Stickstoffversorgung ausschlieBlich auf 
die Wurzelknéllehen angewiesen sind, auBerordentlich wichtig ist, so 
haben wir uns in unseren Versuchen gréBtenteils des Quarzsandes als 
Substrat bedient. In ihm ist die Luftzufuhr vorausgesetzt, daB der 
Sand nicht zu stark bewassert wird — schon an und fiir sich gut und die 
Pflanzen gedeihen vorziglich. AuBerdem laBt sich hierbei auch eine 
Ausscheidung von Stickstoffverbindungen in den Sand zuwege bringen?. 
In Wasserkulturen gelingt dies auch dann nicht, wenn wahrend der 
ganzen Wachstumsdauer ein Luftstrom durch die Nahrl6sung hindurch- 
geleitet wird. Unten werden wir noch auf diese Frage zuriickkommen. 


2. Die Versuche zur Isolierung des aktiven Mikroorganismus der Wurzel- 
knoéllchen der Erle. 


Unsere zahlreichen nach verschiedenen Methoden ausgefiihrten 
Versuche zur Isolierung des stickstoffbindenden Organismus der Erle in 
Reinkultur sind ebenso mifblungen wie auch die entsprechenden Ver- 


! Es ist uns kiirzlich gelungen, die chemische Natur dieser N-Ver- 
bindungen zu erklaren. Sie bestehen aus Asparaginséure und einer Di- 
aminosaure, wahrscheinlich Lysin (Virtanen u. Laine, Nature 136, 756, 1935). 
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suche vieler friiherer Forscher. Wenn der Inhalt junger, mit Sublimat 
losung gewaschener Wurzelknéllchen der Erle als Impfungssubstanz 
verwendet wurde und als Nahrboden Nahrgelatine mit 0,1 g Asparagin 
05g Saccharose, 13g Gelatine in 100 ml Leitungswasser und auber 
dem ein Zusatz von PreBsaft aus den Wurzelknéllchen der Erle, so lasse 
sich auf Gelatineplatten in groBer Menge Kolonien erzielen, die duBerlich, 
an Kolonien der Leguminosenbakterien erinnern. Durch Beimpfung 
junger Erlenwurzeln mit diesen Kolonien lassen sich zuweilen An 
schwellungen hervorrufen, denen jedoch jede Fahigkeit zur Stickstoff- 
bindung fehlt. 

Aus diesen Griinden waren wir in unseren Erlenversuchen ge- 
zwungen, uns zerstoBener Bakterienknéllchen der Erle als Impfmittel! 
zu bedienen. Eine ebenso exakte Versuchsmethodik, wie sie in unserem 
Laboratorium zur Untersuchung der Leguminosen und ihrer Wurzel- 
knéllchen entwickelt worden ist (Virtanen, v. Hausen und Karstrém, 
1933) (steriles Kultursystem und Impfung mit einer Reinkultur des 
entsprechenden Wurzelknéllchenbakteriums), lieB sich deshalb auf die 
Erle nicht anwenden. Wir waren genotigt, uns bei den Untersuchungen 
gewohnlicher GefaBversuche zu bedienen, in welchen sich u. a. die 
Ausscheidung der Stickstoffverbindungen nicht exakt nachweisen Jat, 
da im Nahrboden viele andere lebende Mikroorganismen eine stickstoff- 
bindende Tatigkeit entfalten k6nnen. 


3. Versuche mit der Erle in Quarzsand. 


a) Erste Vegetationsperiode. Samen der Schwarzerle (Alnus glutinosa 
wurden am 1. Oktober 1931 in Keimschalchen mit Quarzsand ausgesiit. 
Die Samen keimten erst in der Zeit vom 15. bis 20. Dezember 19381. Die 
einige Tage alten Keimpflanzen wurden zu je 25 Stiick in neue Samen 
schailehen umgepflanzt. Samtliche Schalchen standen im warmen Gewaichs 
haus bei elektrischer Beleuchtung und wurden mit einer N H,N O,-haltigen 
Nahrlésung bewassert. Die Keimpflanzen wuchsen gleichmaBig und schnell 
auf; am 20. Januar 1932 hatten sie bereits eine Héhe von 5 bis 10 ¢m er 
reicht. An diesem Tage wurde ein Teil der Keimpflanzen mit dem Kndéllchen 
brei beimpft und von nun an nur mit stickstofffreier Nahrlésung bewassert. 
Die tibrigen ungeimpften Keimpflanzen erhielten unverindert dieselbe 
NH,NO,-haltige Nahrlésung. Die GefaBkulturen verteilten sich somit aut 
zwei Versuchsreihen: 

1. Die geimpjten, mit N-freier Nadhrlésung bewdsserten Pflanzen. 

2. Die wngeimpften, mit NH,NO,-haltiger Ndhrlosung  bewdsserten 
Pflanzen. 


Zusammensetzung der Nahrl6sung: 20 Liter Leitungswasser, 1,2 ¢ 
MgSO, ~ 7aq., 15g KCl, 14g KH,PO,, 1,3g CaCO,. Die N-haltige Nahr 
lésung enthielt auBerdem noch 6,4 ¢ NH,NO,. 

Nach 3 bis 4 Wochen hatten sich an den Wurzeln der geimpften Keim- 
pflanzen schéne Knoéllchen ausgebildet. In der Impfzeit blieben diese 
Pflanzen in ihrem Wachstum etwas hinter den nitratgediingten zuriick. 
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Gleich nach gelungener Impfung wurden sowohl ungeimpfte wie geimpfte 
Keimpflanzen einzeln in GefaBe von 10 c¢m Durchmesser in neuen reinen 
Sand umgepflanzt. Die ungeimpften Pflanzen erhielten nach wie vor 
NH,NO,-haltige, die geimpften N-freie Nahrlésung. Siamtliche Keim- 
ptlanzen gediehen vorziiglich weiter. 

Die in der Impfzeit in ihrem Wachstum zuriickgebliebenen geimpften 
Erlen holten bald die vorausgeeilten ungeimpften Erlen ein. Am 31. Marz 
1932 wurden beide Serien in GefaBe von 15 ¢m Durchmesser umgepflanzt. 
Samtliche Keimpflanzen bildeten nun an ihren SproBenden eine Uber- 
winterungsknospe aus und ,,iiberwinterten’’ bis gegen Ende Juli, ohne 
jedoch vollstandig ihr Laub abgeworfen zu haben. 

b) Zweite Vegetationsperiode, Am Ende des Monats Juli 1932 nahmen 
beide Serien ihr Wachstum wieder auf. Das Erwachen aus der ,,Winter- 
ruhe*: verlief auch innerhalb ein und derselben Serie ziemlich ungleichmabig, 
insbesondere aber bei den Ungeimpften schien dieses schwerer zu erfolgen, 
denn dieselben wuchsen anfangs langsamer als die Geimpften. Diese Vegeta- 
tionsperiode dauerte bis zum November, saimtliche Keimpflanzen bildeten 
eine gute Endknospe aus. 

Am 1. November 1932 wurde der Versuch bei zwei geimpften und zwei 
ungeimptten Erlen abgebrochen. Die Pflanzen wurden sorgfialtig mitsamt 
ihren Wurzeln aus dem Sand entfernt und gleich analysiert. Die Ergebnisse, 
iiber die in einer vorlaufigen Mitteilung (Virtanen und Saastamoinen, 1933) 
bereits berichtet ist, sind aus Tabelle II ersichtlich. 


Tabelle II. 








© - Trockengewicht N-Menge N-Menge wo 
= = h = - sisis ~ = - ee 
§|N-Nahrung — Impfung eS = = S s z S = Z 5 = hs 
: sale iajaie 2 | 2 es #8 
4 em g g g Og Plo) le mg mg mg mg 
1 keine geimpft 48 51 69 7,1 3.21115 163,2 75,9 106.5 345.6 
2 ss ‘ 45 45 49 46 311,113 139.5 53,9 59,8 253.2 
3 NH,NO, ungeimpft 43 3,2 3,6 56 330411 105.6 14,4 61,6 181.6 
4 x is 45 28 4,0 49 1.70607 47.6 240 343 105.9 


Das Wachstum der geimpften Erlen ohne besondere N-Quelle ist also 
viel besser gewesen, als der ungeimpften, denen Ammoniumnitrat zugefihrt 
worden war (Abb. 1). Beim Stickstoffertrag steigt der Unterschied bis 
auf das Doppelte und sogar mehr. Das Ergebnis stimmt véllig mit 
denjenigen unserer Versuche mit Rotklee tiberein. Die Erscheinung 
fiihren wir darauf zuriick, daB der Rotklee aus seinen Wurzelknélichen 
organische Stickstoffverbindungen erhalt, in erster Linie Asparagin- 
sdure, die sich in sterilen Versuchen als bessere N- Quelle als Nitrat und 
Ammoniumsalze erwiesen hat. Mit der Erle sind entsprechende sterile 
Versuche vorlaufig nicht ausgefiihrt worden, doch fuBt die Erscheinung 
bei der Erle wahrscheinlich auf denselben Ursachen wie bei den Legu- 
minosen. Krebber (1932) und Roberg (1934a, 1934b) ist es gelungen, 
in Wasserkulturen mit Nitratdiingung ein besseres Wachstum zu erzielen 
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als ausschlieBlich mit Hilfe der Wurzelknéllchen. Dieses Ergebnis 
beruht unseres Erachtens auf einem Luftmangel in den Wasser 
kulturen. 

Nach dem Laubfall gegen Dezember gingen die Versuchspflanzen 
wieder in voOllige Winterruhe tiber. Die wahrend der vergangenen 
Vegetationsperiode erreichte Héhe der einzelnen Pflanzen ist aus 
Tabelle IIT und IV zu ersehen. Die Erlen iiberwinterten im ungeheizten 
Gewachshaus, in welchem die 
Temperatur jedoch nie bis 
auf 0°C herabsank. 

c) Dritte Vegetations peri- 
ode. Samtliche Erlen wurden 
am 21. Marz 1933 noch vor 
AbschluB der Winterruhe in 
GefaBbe von 23 em Durch- 
messer umgepflanzt und zu 
pu-Reihen gruppiert. Man 
erhielt so insgesamt vier pu- 
Reihen: zwei geimpfte und 
zwei Nitratserien mit je fiinf 
verschiedenen py-Werten: pu 

4,0, 5,0, 6,0, 6,5 und 7,0. 
Da sowohl die geimpften als 
auch die ungeimpften Ver- 
suchspflanzen Gr6éBenunter- 
schiede aufwiesen, wurden 
aus jeder Gruppe die gréBeren 
Individuen der einen und die 
kleineren der anderen Ver- 





so suchsreihe (Versuchsreihen | 
Abb. 1. Geimpfte Erle im Quarzsand ohne N-Nahrung ( . ‘ 
(links), ungeimptte Erle mit NH,NOs (rechts) und bzw. I) zugeteilt, um einen 
ungeimptfte Erle ohne N-Nahrung (Kontrolle) im 


assere Tero 110 Z TISe » 
Mitten. Zweite Vegetationsperiode, be sseren \ rgle K h ZWI1S( he n 


den gréBeren und kleineren 
Pflanzen je einer Gruppe zu erméglichen. Die Erlen hatten einen 
Monat Zeit Wurzel zu fassen, ehe die nachste Vegetationsperiode 
wieder begann, denn die Knospen schlugen erst Ende April aus. 
Wahrend der Bewurzelung und spiter wahrend der ganzen Vege- 
tationsperiode wurde das py des Quarzsandes durch Zugabe von 
Schwefelsiure und Natriumhydroxyd zu den Nahrlésungen geregelt. 
Die Erzielung des gewiinschten Aziditatsgrades war indessen wegen des 
groBen Wurzelsystems recht schwierig. Darum hat man besonders in den 
Versuchen bei py 4 und 4,5 mit bedeutenden py-Schwankungen zu 
rechnen. 























Untersuchungen tiber die Stickstoffbindung bei der Erle. 


Die Erlen der Versuchsreihen bildeten Anfang August eine Knd- 
knospe aus, das Wachstum war damit wieder abgeschlossen. Bei Gruppe | 
wurde der Versuch am 8. August 1933 abgebrochen und die Erlen am 
Tage der Ernte photographiert (Abb. 2). Die Untersuchung der Wurzeln 
fiihrte zur Feststellung, daB bei keinem einzigen Individuum der un- 
geimpften Serie Knoéllchen gebildet worden waren. Héhen, Gewichte 
sowie N-Gehalt der Versuchspflanzen zeigt Tabelle II. 
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Pa 7.0 65 6.0 5.0 4.0 7,0 6.5 6,0 5.0 4.0 


Abb. 2. Das Wachstum der Erle bei verschiedenem py. Links: ungeimpfte Serie mit NH,NO 
Rechts: geimpfte Serie ohne N-Nahrung. 


Tabelle III. 





Ungeblitterter Stamm 


Hihe der Hohe der Blitter 


Pflanzen bei, Pflanzen am Wurzeln nS a Pa — 
der Um- Tage der eS Manin baci 
PH  pflanzung Ernte Trocken- . — Trocken . — a 
(21. IIT. 1933) (8. VIIE.1933) gewieht N gesamt gewicht N gesamt Erle 
em em g %p mg g an) mg mg 
Geimpfte Reihe ohne N-Nahrung. 
7,0 40 125 64.8 1,09 6480 208 3,0 624.0 1272.0 
6,5 45 130 74.4 1,92} 758.9); 241 | 2,7 650.7 1499.6 
6,0 45, 40, 25 109,82,48 96.8 1,25 12100 39,8 3.0L 9271 2137,1 
5,0 5D 125 84,3 1,13) 952,6 29,7 3,29  977,1 1929,7 
4.0 38 72 53,1 | 1,83; 7062) 16,7 283) 472.6 | 11788 
Ungeimpfte Nitratreihe. 
7,0 20 60 30,6 0,77 235,6 16,0 2,0 320,0 555,6 
6,5 20 79 548 0,97 531,6 244 2,24 5466 1078,2 
5,0 15 50, 35 53,5 1,27 6795 22,8 2,73 6224 1301,9 
4,0 25 70 46,9 ,118 5534) 17,4 2,25) 391,5 944,9 


Aus der Tabelle LIT und den Kurven in Abb. 3 geht hervor, daB das 
Wachstum nach wie vor bei den geimpften Erlen besser gewesen ist als 
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bei den ungeimpften der Nitratserie. In der stark sauren Reaktion von 
pu + laBt sich ein nennenswerter Unterschied nicht mehr feststellen, bei 
pu 7 bis 5 dagegen sind die Unterschiede deutlich. Das py-Optimum der 
geimpften Erlen liegt ungefahr bei py 6, die Erlen der Nitratserie weisen 
dagegen einen flachen Verlauf der py-Kurven auf. Leider fiel in dieser 
Versuchsreihe die Gruppe pu 6 infolge mangelnden Wachstums aus. 

Bei der Versuchsreihe LI] wurde 1400 
das pu des Sandes fortdauernd ge- 
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Abb. 3. Das Trockengewicht (links) und N-Menge (rechts) der Erlen (ungeblitterter Stamm und 
Wurzeln) bei verschiedenem py,. 1 geimpfte, ohne N-Nahrung. TH ungeimptte, mit Ammoniumnitrat. 


regelt, bis sich die Erlen wieder in voller Winterruhe befanden. Der Laubfall 
setzte sowohl bei der geimpften als auch der Nitratserie im September ein, 
doch fielen erst gegen Ende Oktober die letzten Blatter. Wahrend der 
Ruhezeit wurde fiir das pq des Sandes nicht gesorgt und auch die Be- 
wasserung konnte erheblich eingeschrankt werden, da die Erlen auch diesmal 
im ungeheizten Raum iiberwinterten. Wahrend der Ruheperiode wurde 
nur Wasser zugefiihrt. 

d) Vierte Vegetationsperiode. Anfang Marz 1934 begannen die Knospen 
im sonnenerwarmten Raum wieder anzuschwellen. Das py des Sandes 
wurde nun wieder geregelt. Die Knospen schlugen im April aus, und zwar 
an den unteren Zweigen schneller als an den oberen. Am 24. April 1934 waren 
sowohl bei den geimpften wie bei den ungeimpften Erlen die Blatter an den 
unteren Zweigen bereits entfaltet, wahrend sich am SproBende die Knospen 
erst zu 6ffnen begannen. Bei den geimpften Erlen war dieser Unterschied 
noch gréBer. Wahrscheinlich litten in den bereits zu eng gewordenen 
GefaBen die stattlicheren, geimpften Pflanzen mit ihren reichlicher ent- 
wickelten Wurzelsystemen mehr als die kleineren Individuen der Nitrat- 
serie. Die ungeimpften gediehen wahrend dieser Vegetationsperiode auch 
sonst relativ besser als die geimpften, doch stand ihren Wurzeln in den 
VersuchsgefaBen noch reichlich Platz zur Verfiigung, wogegen das Wurzel- 
system der gré6Beren geimpften Individuen schon am Beginn der Vegetations- 
periode das VersuchsgefaéB voéllig ausfiillte. AuBerdem stellte es sich bei 
der Ernte heraus, daB die Erlen in den GefadBen pu 7,0, 6,5 und 5,0 der Nitrat- 
serie Wurzelknélichen aufwiesen, weshalb ein Vergleich der geimpften und 
der Nitratserie in dieser Vegetationsperiode nicht mehr moéglich war. Einige 
Erlen warfen einen Teil ihrer Blatter schon im Juli, vor der Ausbildung der 
Endknospen, ab, weshalb auch die Blatternten nicht einwandfrei vergleich- 
bar sind. Besonders reichlich war der Blattfall der geimpften Erlen bei 
pu 6,5, wohl infolge des zu eng gewordenen VersuchsgefiBes. Die Versuchs- 
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eihen wurden nach der Bildung der Endknospen am 6. August 1934 ge- 
rmtet. Tabelle 1V bringt die Resultate dieser Vegetationsperiode, die jedoch 
nfolge der Verimpfung der Nitratserie nicht den gleichen Wert besitzen wie 
liejenigen der vorhergehenden Vegetationsperiode. 


Tabelle IV. 





Ungeblatterter Stamm 
“nihaed Blitter . 
Pflanzen bei Pflanzenam wee wee — 
der Um- Tage der N-Menge N-Menge baka 
pflanzung Ernte Trocken- ~ ins-  Trocken- ‘ a oe 
(21. 111.1933) (6. VILL.19384) gewicht) N gesamt SeWwicht|; N gesamt -_ 


Hohe der Hohe der 


em em g Plo mg g | %o mg mg 


Geimpfte Reihe ohne N-Nabrung. 
18 138,100 164.4 O83 13645 345 2.42 8349 2199.4 
18 170 203.4 0,91 1850.9, 19,0 2,98 | 566,2 2417.1 
20 134 278.5 1,06 2952.1 25,6 2.67 683,5 3635.6 
18 110, 85 127.7 1.09 13919 136 2.59 352.2 17441 
4,0 15 68, 45 79.0 0,86 679.4) 11,9 2,02 2404 9198 
Ungeimpfte Nitratreihe. 
7,0 85 96.2 1,13 1087,0 , 3,11 | 534,9 1621,9* 
6,5 142 187.0 0.96 1795.2) 39,5 2,98 | 1177.1 2972,3* 
6.0 135,135,110 169,6 0,72 1221,1 36, 2.17 783.4 2004,5 
5,0 115, 90 143.5 0,99 1420,7 28, 3.12  876,7 2297,4* 
4,0 1 75 92,0 1,51 1389,2 9 3,04 57.8 1447.0 


* Mit Knélichenbildung. 


4. Die Ausscheidung von Stickstoffverbindungen aus den Erlenwurzeln. 

Vor einigen Jahren wurde in unserem Laboratorium nachgewiesen, 
daB aus dem Wurzelsystem geimpfter Leguminosen organische Stickstoff- 
verbindungen in den festen Nahrboden (Sand, Agar) tibertreten, dagegen 
nicht in Wasser, obwohl geimpfte Leguminosen, wie erwahnt, in Wasser- 
kulturen mit Hilfe eines durchgeleiteten Luftstroms gut gedeihen. Die 
Ausscheidung der N-Verbindungen erreicht ihr Hoéchstmal} bei der 
jungen Pflanze, wie es Tabelle V veranschaulicht. 


Tabelle V. Sandkulturen der ,,Torsdag**-Erbse (steriles System). 
Woul/sche Flaschen zu 3 Liter: 3,4 kg Sand; drei Pflanzen in jeder Flasche; 
N-freie Nahrlésung. 





Trocken- N in den 
Entwicklungsstadium Substanz Pflanzen 
g mg mg 


Alter N im Sande 


Nr. des Versuchs 
. rsuch der Pflanze 


1.Geimpft. . . | 34 Tage Vor dem bBliihen 2,149 50,0 77,0 
2 es sw RE In voller Bliite 4,370 95,1 99.2 
3. e oo age I me Fruchtreife 6,163 143,4 109.9 
4. Kontrolle, un- 

geimpit. .. 56, = 1,989 23,9 10,2 


Da nun die Ausscheidung organischer N-Verbindungen bei jungen 
lebenskraftigen Wurzelsystemen am allerstarksten ist, so kann die 
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Sekretion nicht die Folge einer Zersetzung der Eiweibstoffe sein. Da 
zeht auch daraus hervor, dab nach unseren neuesten Untersuchungen 


nur Asparaginsaure und irgendeine Diaminosaéure, vermutlich Lysin 


ausgeschieden werden, wahrend die aromatischen Aminosiéuren, die bei 
einer Eiweibzersetzung ebenfalls entstehen miibten, véllig fehlen. Dic 
ausgeschiedenen Aminosauren stellen offenbar primare Produkte eine: 
in den Wurzelknéllchen stattfindenden Aminosduresynthese dar. Bei 
intensiver N-Bindung ist die Wirtspflanze nicht imstande, die simtlichen 
gebildeten Aminoséuren aufzunehmen: ein Teil derselben wird deshalb 
aus den Wurzelknéllchen ausgeschieden. 

Bei der Erle laBt sich, wie erwahnt, die Ausscheidung der Stickstoff 
verbindungen leider nicht mit Hilfe derselben exakten Methodik unter- 
suchen wie bei den Leguminosen. Im Quarzsand der GefaBversuche mit 
geimpften Erlen haben wir zwar mehr Stickstoff vorgefunden als in 
demjenigen der ungeimpften Kontrollpflanzen. Das kénnte aber auch 
von der Tatigkeit anderer im Quarzsand wirkender Mikroorganismen 
herrithren. Die Analogie in der Stickstoffbindung bei der Erle und den 
Leguminosen machte es jedoch wahrscheinlich, dab es sich auch bei der 
Erle um eine Sekretion von N-Verbindungen handelt. 

Roberg (1934a, 1934b) gelang es nicht, in Wasserkulturen der Erle eine 
Erhohung des Gehalts an N-Verbindungen nachzuweisen. Das ist jedoch 
wohl verstandlich, denn in Wasserkulturen geben auch die Leguminosen 
keine N-Verbindungen ab. Ein negatives Ergebnis laBt sich daher bei 
der Erle vollends erwarten. 

In unseren Quarzsandversuchen ist von uns schon friiher der 
Nachweis erbracht worden, daB die Menge der Stickstoffverbindungen 
im Nahrboden einer geimpften Erle zunimmt. Wie ich vorhin bereits 
erwihnte, kann dieses Ergebnis indessen auch auf andere stickstoff- 
bindende Organismen zurickgefiihrt werden. Auch laBt sich denken, dal 
einige Wurzeln im Laufe der zwei Vegetationsperioden unserer friiheren 
Versuche teilweise verwesten und Stickstoffverbindungen hierdurch in 
den Sand geraten konnten. In einem ungeimpften Kontrollversuch, in 
welchem das Wachstum der Erle gering und das Wurzelsvstem infolge- 
dessen schwach entwickelt ist, laBt sich das Auftreten von Stickstoff- 
verbindungen im Sand natiirlich nicht im gleichen Mabe erwarten. 

Aus diesem Grunde haben wir mit der Erle einige neue, kurzdauernde 
Versuche ausgefiihrt, in welchen der Stickstoff im Sand schon wahrend 
der ersten Vegetationsperiode bestimmt wurde. Es wurde nur eine kleine 
Sandmenge (670 g) verwendet, die sich dann bei der N- Bestimmung in 
ihrer Gesamtheit verwerten lie}. Dies war deshalb wichtig, weil in 
der kurzen Versuchszeit keine groBen N-Mengen im Sand zu_er- 
warten waren. 

Samen der Erle (Alnus glutinosa) wurden am 22. November 1934 in 
Quarzsand gesiit. Sie keimten in der Zeit vom 29. November bis 1. Dezem- 
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er. Die Keimpflanzen wurden einmal mit NH,NO,-haltiger, sonst aber 
nit N-freier Nahrl6sung bewassert. Von diesen so aufgezogenen Keim- 
flanzen wurden am 15. Dezember 1934 vier in je einen mit N-freiem Quarz- 
sand (3,7 mg N auf I kg Sand) gefiillten Glastrichter (oberer Durchmesser 
l5em) umgepflanzt. Die Trichter6ffnung wurde mit Glaswolle verstopft 
und die Trichter selbst an sogenannte Hyacinthengliser gesetzt, so dali sich 
die durchflieBende Nahrlésung aufsammeln und in den Sand zuriick- 
vieBen lieB. Die Keimpflanzen waren bei der Umpflanzung 2 em hoch und 
das erste Laubblatt schon deutlich zu sehen. Bei der Umpflanzung wurden 
in zwei Trichtern die Erlen mit je 100 mg Knoéllchenbrei beimpft. Die zwei 
anderen Erlen lieS man zur Kontrolle ungeimpft. Samtliche Trichter 
wurden mit N-freier Nahrlésung bewiissert und bei elektrischem Licht im 
warmen Zuchtraum gehalten. 

Am 27. Dezember 1934 erschien an den wahrend der Verimpfungszeit 
bleich gewordenen Keimpflanzen als Zeichen der gelungenen Impfung ein 
neues griines Blatt. Die ungeimpften Keimpflanzen dagegen wurden 
immerfort bleicher. Von nun an machte die Entwicklung der geimpften 
Erlen rasche Fortschritte. 

Der Versuch wurde zwecks Analyse des Sandes abgebrochen, als die 
geimpften Erlen noch in ihrem besten Wachstum standen, bei der geimpften 
und ungeimpften Serie I (vgl. Tabelle VI) am 14. Februar 1935, bei der 
geimpften und ungeimpften Serie IL 5 Tage spater. 

Die gesamte Sandmenge simtlicher Trichter (urspriinglich 670 g) 
wurde nach Kjeldahl verascht. Uber die hierbei angewandte Methodik 
haben Virtanen und v. Hausen (1935) schon friiher berichtet. 


Die GréBe und der N-Gehalt der Versuchspflanzen sowie der N- 


Gehalt des Sandes erhellen aus ‘Labelle VI. 


Tabelle VI. 





Trocken- N in den Ver- . : N-Zunahme 
gewicht suchspflanzen NimSande im Sande 


cm mg mg my 


Versuchspflanze Hohe 


* 


Geimpft I... 35 6 44,0 31,0 49 
Ungeimpft I... f 0.8 26.1 - 
Geimpft II... 31 s 49,0 47.5 
Ungeimpftll . . . 6 ; 0,8 39,9 - 


* Impfungsmaterial enthielt 0.8 mg N. 


7.6 


Nach den Ergebnissen zu schlieBen, hat bei AbschluB} des Versuchs 
der Nahrboden sowohl der geimpften als merkwiirdigerweise auch der 
ungeimpften Erlen bedeutend mehr Stickstoffverbindungen enthalten 
als im Anfang!. Weilder Nahrboden der geimpften Erlen jedoch mehr 


' Die starke N-Vermehrung in den ungeimpften Kulturen ist’ iiber- 
raschend. Wahrscheinlich steht sie im Zusammenhang mit der reichlichen 
Griinalgenvegetation, die sich im Sande des Glastrichters im durechdringenden 
Licht iippig entwickelte und die das Wachstum der frei lebenden N-bindenden 
Bakterien erméglichte. Es ist bemerkenswert, dab dieser Stickstofft nicht 
von der Erle verwertet werden konnte. Der Versuch beweist, dai man das 
Herausdiffundieren der N-Verbindungen aus dem Wurzelsystem unter 
nichtsterilen Versuchsbedingungen nicht sicher feststellen kann; hierzu 
sind vielmehr sterile Kulturen unbedingt notwendig. 


Biochemische Zeitschrift Band 284 





&2 A. Ll. Virtanen u. S. Saastamoinen: 


Stickstoff als derjenige der ungeimpften enthalt, kann man eine Aus. 
scheidung von N-Verbindungen bei den geimpften Erlen annehmen 
Die ausgeschiedenen N-Mengen waren jedoch viel geringer als bei 
den Leguminosen. 


5. Mischkultur von Erle und Fichte. 


Um zu untersuchen, ob die Erle den mit Hilfe ihrer Wurzelkn6éllchen 
gebundenen Stickstoff in der Art der Leguminosen an andere Pflanzen 
in ihrer nachsten Umgebung abgibt, ordneten wir Mischkulturen der 
Erle (Alnus glutiosa) und der Fichte (Picea excelsa) in N-freiem Quarz- 
sand an. Die VersuchsgefaéBe wurden mit N-freier Nahrl6sung bewassert. 
Das py halt sich hierbei auch ohne Regelung ungefahr bei 6,5. 


Die Erlensamen wurden am 1. Oktober 1931 ausgesaét und keimten am 
15. bis 20. Dezember 1931. Nachdem eine Héhe von 5 bis 10 em erreicht 
war, wurden die Keimpflanzen, die bis dahin mit NH,NO,-haltiger Nahr- 
lésung bewiissert worden waren, am 20. Januar 1932 geimpft. Von nun 
an wurde ihnen nur N-freie Nahrl6sung gegeben. Einige Keimpflanzen 
lie’ man zur Kontrolle ungeimpft. Die geimpften Pflanzen bildeten Wurzel- 
knéllehen aus und setzten ihr Wachstum bis gegen Ende des Marz fort, zu 
welcher Zeit sie ihre erste Vegetationsperiode abschlossen. Wahrend der 
ganzen Dauer dieser winterlichen Vegetationsperiode standen die Keim- 
pflanzen im warmen Raum und wurden wahrend der Dunkelheit elektrisch 
hbeleuchtet. Nach abgeschlossenem Wachstum wurden sie in GefaBe von 
23em Durchmesser umgepflanzt. 

Die Fichtensamen wurden am 31. Marz 1932, als die Erlen ihre erste 
Vegetationsperiode abgeschlossen hatten, in den Quarzsand ausgesit, damit 
sie zum Beginn der zweiten Vegetationsperiode umpflanzungstauglich waren. 
Die Samen keimten am 6. April 1932 und die jungen Keimpflanzen erhielten 
NH,NO,-haltige Nahrl6sung bis zum 29. Juli 1932, an welchem Tage man 
sie in die ErlengefaBe umpflanzte. 


Der eigentliche Mischkulturversuch begann also am 29. Juli 1932, 


als die Knospen der Erle gerade anzuschwellen begannen. Der Versuch 
£ £ 


umfaBte vier geimpfte und ein ungeimpftes ErlengefaB. Die Erlen- 
keimlinge waren nun 10 bis 15 em hoch, die Fichtenkeimlinge 6 bis 7 em. 
Jedes Gefa enthielt zwei Keimlinge jeder Art. Spater im Sommer 
wurde aus sémtlichen GefaiBen der schwachere Erlenkeimling entfernt. 
Die zweite Vegetationsperiode der Erlen fiel in diesen Spatsommer und 
beim Abschlu8B ihres Wachstums im November waren die Erlen bereits 
1m hoch. Die kleinen Fichtenkeimlinge wuchsen nach der Umpflanzung 
kaum nennenswert weiter, sondern bereiteten sich allmahlich zur Uber- 
winterung vor. 

In den folgenden Jahren hatten sowohl Erle als Fichte nur eine 
jahrliche Vegetationsperiode und iiberwinterten im ungeheizten Zucht- 
raum, dessen Temperatur jedoch stets tiber 0° C lag. Die zusammen mit 
den geimpften Erlen wachsenden Fichtenkeimlinge entwickelten sich 
normal, wogegen die zusammen mit den ungeimpften Erlen wachsenden 
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-ichtenkeimlinge sich zu eigentiimlich strauchartigen Pflanzen um- 
ildeten. 

Im Winter 1934—35 wurden die Mischkulturen vor dem Beginn 
der Vegetationsperiode in GefaBe von 30 cm Durchmesser umgepflanzt 
und einer der Fichtenkeimlinge entfernt, so daB von nun an jedes GefabB 
nur eine Erle und eine Fichte enthielt. 

Bei der Umpflanzung konnte man gewahr werden, wie das Wurzel- 
ystem der geimpften Erlen eine dichte knauelartige Masse von der Form 


des VersuchsgefaBes gebildet hatte, in welcher die Wurzeln der langsam 


Abb. 4. Dreijiihrige Mischkultur von Erle und Fichte in Quarzsand ohne N-Nahrung. Das rechte 
Bild zeigt die GréBe der Fichtenkeimlinge vor dem Pflanzen. 


wachsenden Fichte sicherlich einen strengen Raumkampf auszukampfen 
hatten. Im ungeimpften GefaéB stand dagegen beiden Wurzelsystemen 
reichlich Platz zur Verfiigung und auch die Wurzeln der Fichte waren 
bereits bis zum Boden des GefaiBes vorgedrungen. Bei einer genaueren 
Untersuchung lieBen sich jedoch auch bei der ungeimpjten Erle kleine 
Kndéllchen feststellen: dadurch findet das im vorhergehenden Sommer 
beobachtete schwache Wachstum der ungeimpften Erle ihre Erklarung. 
AuBerdem hatte die eine der strauchférmigen Fichten begonnen, einen 
normal aussehenden Wipfel auszubilden. Der Kontrollversuch war durch 
diese Verimpfung aber verdorben und auch sonst ist der Kontroll- 
versuch schwer mehrere Jahre hindurch zu halten, denn die ungeimpfte 
Erle geht ein, und auch der Fichte ist es nicht méglich, ohne Stickstoff- 
nahrung auszukommen. 





A. |. Virtanen u. S. Saastamoinen: 


Im Oktober 1935 hatten die Erlen und Fichten (vom Wurzelhals bi 
zur Spitze gemessen) folgende Héhen erreicht: 
Geimpfte Erle L: 2,4 m und die mit ihr zusammen wachsende Fichte 19 en 

a i> GL? BR sis as en a na eo 20 

EUR? BOW 55 43 ae os e = » &o 

e gy MV = CRO 5 cas oe ee = - = 6S. 

Aus Abb. + wird das gute Wachstum der Fichte in Mischkultur mit 
der Erle ersichtlich. Dieser Mischkulturversuch spricht stark fiir dir 
Auffassung, dab die Fichte aus dem Wurzelsystem der geimpften Erk 
Stickstoffnahrung erhalt. 

Im nachsten Sommer werden wir Mischxulturversuche mit geimpfte: 
Krle und Hafer anstellen. Wir hoffen, mit Hilfe des rasch wachsenden 
Hafers Klarheit dariiber zu erzielen, wie rasch die eventuelle Aus 
scheidung der N-Verbindungen aus den Wurzelknéllchen der geimpften 
Erle stattfindet. 


6. Kulturversuche der Grauerle (Alnus ineana) im Laboratorium. 


Bei unseren samtlichen beschriebenen Versuchen hat als Versuchs 
ptlanze die Schwarzerle (Alnus glutinosa) gedient. Versuche mit der Grau- 
erle sind schwierig, weil diese Pflanze im Gewachshaus im Quarzsand ebenso 
wie auch in Wasserkulturen nur schwer zum Wachstum zu bewegen ist. 
Als Grund dafiir nahmen wir irgendeinen Mangel in der von uns gebrauchten 
Nahrl6sung an und mischten deshalb etwas Asche oder Erde von ihrem 
normalen Standort in den Quarzsand. Diese MaBnahme brachte jedoch 
keinen Erfolg. Statt dessen bemerkten wir aber, daB unter zahlreichen 
Grauerlenkeimlingen einige sehr lebenskraftig sind und im Quarzsand_ bei 
Zugabe von gewohnlicher Nahrlésung offensichtlich ebenso gut gedeihen 
wie auch die Schwarzerle. Von einer groBen Samenmenge ausgehend, kann 
man also auch die Grauerle im Quarzsand zu einem vorziiglichen Wachstum 
bringen. Wir haben in unserem Laboratorium am 20. Dezember 1934 
gesiite, geimpfte Grauerlen, die heute bereits eine Héhe von iiber 1m 
erreicht haben. Die mit Ammoniumnitrat gediingten, ungeimpften Grau- 
erlen haben sich dagegen samtlich sehr kiimmerlich entwickelt, da die 
héchste nur 30em mibt. 


Zusammenfassung, 

Die Auffassung, dab zwischen geimpften Erlen und Leguminosen 
hinsichtlich ihres Gedeihens in Wasserkulturen ein prinzipieller Unter- 
schied bestiinde, ist nicht zutreffend. Auch geimpfte Leguminosen ent- 
wickeln in Nahrlésung ohne N-Nahrung ein vorziigliches Wachstum, 


wenn wahrend der Vegetationsperiode Luft durch die Nahrlésung 


hindurchgeleitet wird. 

Dieselbe exakte Methode, die zur Klarlegung der Tatigkeit der 
Leguminosenwurzelknéllchen in unserem Laboratorium ausgearbeitet 
worden ist, hat sich bei der Erle vorlaufig nicht anwenden lassen, da es 
noch nicht gelungen ist, den bei der Erle als Stickstoffbinder tatigen 
Organismus in Reinkultur zu isolieren. 
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Versuche in Quarzsand haben den Nachweis gebracht, dab die 
cimpfte Erle ohne Stickstoffdiingung viel besser gedeiht als ungeim pit ber 
Zugabe von Ammoniumnitrat. 

Die pyu-Wachstumskurve der geimpften Erle weist einen merklich 
steilen Verlauf auf. Das optimale py liegt etwa bei py 6. Die puy- 
Wachstumskurve der mit Ammoniumnitrat gediingten ungeimpften 
Erle ist dagegen flach. 

Kine Sekretion von N-Verbindungen kann auf Grund des obigen 
bei der Erle nicht so exakt wie beiden Leguminosen nachgewiesen werden. 
Im Nahrboden (Quarzsand) der geimpften Erle findet man indessen 
schon in der ersten Vegetationsperiode mehr Stickstoff als im Nahrboden 
der ungeimpften Kontrolle. 

Kin zusammen mit geimpfter Erle in N-freiem Quarzsand ge- 
wachsener Fichtenkeimling entwickelt sich normal und deckt also seinen 


Stickstoffbedarf aus dem Wurzelsystem der Erle. 

Die Grauerle (Alnus incana) kann man geimpft in GefaBkulturen 
mit Quarzsand ebenfalls zu vorziiglichem Wachstum bringen, wenn man 
in den Versuchen mit einer groben Keimlingszahl operiert. Das Wachs- 


tumsvermoégen der einzelnen Keimlinge ist sehr verschieden. 
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Uber den Umsatz der ,,Pyrophosphat*-Fraktion in der Hefezelle 


Von 
M. M. Lewitow. 
{Aus der Biochemischen Abteilung der Chemischen Sektion des U. 8. 8S. R 
Instituts fiir experimentelle Medizin (Wem), Moskau. ] 
(Eingegangen am 9. Dezember 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Vorhandensein von ,,Pyrophosphat* in der Hefe wurde von 
Lohmann (1) festgestellt, nach dessen Befunden die Hefezelle dem 
Pyrophosphatgehalt nach allen anderen Zell- und Gewebsarten voran- 
steht. Fiir tierische Zellen hat Lohmann (2) bald darauf nachgewiesen. 
daB das Pyrophosphat als Verbindung mit Adenylsaure in der Form von 
Adenosintriphosphorsaiure (ATP.) vorliegt. Von Lohmann (3) ist ferne: 
festgestellt worden, daB die ATP. im Muskelgewebe als Coenzym der 
Glykolyse auftritt. Die gleiche Funktion erfiillt die ATP. in den roten 
Blutkérperchen [ Barrenscheen (4), Meyerhof (5)| und anscheinend auch 
in einer Reihe von anderen tierischen Zellarten. 

Die physiologische Bedeutung des ,,Pyrophosphats in der Hefe 
blieb jedoch bisher unaufgeklart, und auch die chemische Natur des 
Hefenpyrophosphats steht noch nicht endgiiltig fest. 

Die Befunde von Lohmann sprechen dafiir, daB das Pyrophosphat 
auch in der Hete als Nucleotidpolyphosphorséure nach Art der Muskel- 
ATP. gebunden ist. Durch Barytfallung gewann Lohmann (6) aus Hefe- 
filtraten eine Fraktion, die die ATP. als Coenzym der Glykolyse zu 
ersetzen vermag. Lindner (7) berichtete iiber die Isolierung eines mit 
Muskeladenylsaure identischen Nucleotids aus Hefeautolysaten, und die 
I. G. Farbenindustrie (8) meldete ein Patent iiber die Darstellung von 
ATP. aus Hefe an. Allerdings deutet Lohmann (9) an, daB das Pyrophos- 
phat in der Hefe wenigstens zum Teil in anderer Bindung vorliegen mul 
als im Muskel. 

Zweck der vorliegenden Arbeit war, das Verhalten und den Umsatz 
des ,,Pyrophosphats* in der Hefe zu untersuchen, um einen Einblick in 
die Rolle des Pyrophosphats fiir die Lebensvorginge der Hefezelle zu 
gewinnen. Unsere nebenher erhobenen Befunde iiber die Anderungen 
des Gehalts an anorganischem Phosphor in der Hefezelle unter ver- 

1 Der Inhalt dieser Arbeit wurde im Ubersichtsvortrag von A. Braun 
stein, B. Severin und M. Lewitow iiber die Arbeiten unseres Laboratoriums 
auf dem XV. Internationalen Physiologen-KongreB, Leningrad, am 
12. August 1935, mitgeteilt (s. Summaries of Communications, XV. Intern. 
Physiol. Congress, 8. 42, Moskau, Biomedgis, 1935). 
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chiedenen Bedingungen haben ein gewisses Interesse, wenn man be- 
achtet, daB der intracellulare Phosphatstoffwechsel der lebenden Hefe- 
zelle, im Gegensatz zum intensiv studierten Umsatz zugesetzter Phos- 
sphate in Hefepraparaten, noch sehr wenig erforscht ist. 

Unter ,,Pyrophosphat* ist hier und in den weiteren Ausfiihrungen 
die durch 7 Minuten lange Hydrolyse mit n HCl bei 100° spaltbare Phos- 
phatfraktion gemeint. In einer folgenden Mitteilung soll gezeigt werden, 
daB diese Fraktion im wesentlichen aus einer Verbindung besteht, die 
nicht mit der Muskel-ATP. identisch ist. 


Methodisches. 

Zu den Versuchen wurde frische, gepreBte, untergirige Bierhefe und 
frische Backerhefe verwendet. Das Pyrophosphat wurde nach Lohmann (1) 
bestimmt, indem die Hefesuspension in feinem Strahl in das 11/,- bis 2fache 
Volumen siedenden Wassers gegossen, auf dem kochenden Wasserbad 
weitere 5 Minuten gekocht und nach dem Abkiihlen mit Trichloressigsaure 
enteiweiBt wurde (Endkonzentration an CCL,.COOH etwa 4°). Im 
Filtrat wurde das Pyro-P auf Grund der P-Zunahme bei 7 Minuten Hydrolyse 
mit n HCl bestimmt; der gleichzeitige Zerfall schwerer hydrolysierbarer 
P-Verbindungen wurde subtrahiert. Die Korrektur wurde durch lineare 
Extrapolierung des in den folgenden 8 Minuten abgespaltenen P, nach der 
Formel: Pyro-P P, —[P,) + 7/8 (P,; —- P-)] (10) gefunden. 

Das Trichloressigsaurefiltrat aus Hefe ist immer etwas getriibt und 
daher fiir die kolorimetrische P-Bestimmung nach F'iske-Subbarow un- 
geeignet. Um diese Schwierigkeit zu umgehen, bedienten wir uns der 
P-Bestimmungsmethode von Kuttner und Cohen (11), bei der man mit viel 
gréBeren Verdiinnungen arbeitet. Das Hefefiltrat wurde 20- bis 30fach 
verdiinnt; die derart hergestellte Fliissigkeit war praktisch ungetriibt und 
konnte im Bétrkerschen Kompensationskolorimeter genau kolorimetriert 
werden. In einem Teil der Versuche wurde das Pyro-P im Ba-Niederschlag 
des CCl,. COOH-Filtrats bestimmt. Das Filtrat wurde mit BaO schwach 
alkalisch gegen Phenolphthalein gemacht, nach 30 Minuten Kiihlen auf Eis 
der Niederschlag abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen und in wenig 
n/5 HCl gelést. Nach Entfernung des Ba mit Na,SO, wurde das Pyro-P 
auf tibliche Weise bestimmt. Die Analysenresultate sind in mg P pro 1g 
Frischgewicht der Hefe ausgedriickt. 


Experimenteller Teil. 

Es wurden vor allem die Anderungen der P-Fraktionen (anorg. 
und Pyro-P) in lebender Hefe beim Hungerzustand und wahrend der 
Garung untersucht. Wie aus Tabelle I ersichtlich, zeigt in Wasser 
suspendierte Hefe beim Stehenlassen bei 25° innerhalb 5 Stunden eine 
nur unbedeutende Abnahme des Pyro-P-Gehalts, der eine ebensolche 
Zunahme des anorg. P entspricht. Nur bei langdauerndem Hungern 
(24 bis 30 Stunden) erfolgt ein betrachtlicher Zerfall des Pyro-P, der 
mit der beginnenden Autolyse der Hefezellen zusammenhangt. 

Nicht ganz frische, feuchte und klebrige PreBhefe zeigt von vornherein 
niedrigen Pyro-P-Gehalt und raschen Zerfall. 
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Tabelle L 
2¢ frische geprebte Hefe werden in 10 cem Wasser mit Glucose (Ena 


konzentration 10°.) oder ohne Glucose suspendiert und bei 25° C im Therm« 


staten stehengelassen. 





— mg P pro g Hefe Ortho-P — Pyro-! 
der 
Ver- Pyro- 
): satz Inku- : - : q 
such Datum Ansatz eer O Min. 7 Min. 15 Min. p 


Nr. 1934 Std. Hydrolyse mg Pg 


in J, des 
Anfangsgehalts 


0,75 100 100 
0,60 126 80 
0,47 109 63 


0.84 100 100 
0.91 111 108 
0,76 84 4) 


0.61 100 100 
0,53 108 87 
0,31 $1 51 


1.06 100 100 
0.81 118 76 
0,42 176 40 
0,59 83 56 
0,74 100 100 
0,26 170 35 
0,39 100 100 
0,31 99 80 
0,25 5D 64 


a 
wn 


20. II. Ohne Glucose 125 2.06 
- ie E : 2,29 

Mit ‘ f Li 1,84 

Ohne 1,16 | 2,12 

1.29 | 2.22 


Mit 5 098 | 1.74 


Ohne ‘ 1.64 2,33 

« f 1,78 2,42 

Mit a H 1,33 | 1,78 

Ohne ™ 0,97 | 2,03 
5 115 2.05 

ss . i ie | 28 

Mit « f 0.81 

Ohne m 0,97 

1,65 

0,71 

f 0,70 

Mit in { 0.39 


* Versuch mit Backerhefe. 
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Unter Zuckerzusatz, d.h. in gaérender Hefe, erfolgt in denselben 
5 Stunden ein bedeutender Schwund des Pyro-P (durchschnittlich tiber 
30°.) unter gleichzeitiger Abnahme des Ortho-P. Das Pyro-P wird 
folglich bei der Garung nicht zu anorg. P gespalten, sondern in organische 
weniger leicht hydrolysierbare Verbindungen umgewandelt (Tabelle 1), 

Wird die Garung vollstandig durch Zusatz von Bromessigsaéure 
unterdriickt, so erfahrt der Gehalt an Ortho- und Pyro-P keine wesent- 
liche Anderung, wie in hungernder Hefe (Tabelle II, Versuch Nr. 8, 68). 

Abweichend ist das Verhalten bei Gegenwart von Nak. In den 
Ansatzen mit Glucose und NaF (Tabelle IT, Versuch Nr. 9, 41) geht wie 
bei ungehemmter Garung eine bedeutende Abnahme des Pyro-P vor 
sich, unter gesteigerter Abnahme des Gehalts an anorg. P. Da Fluorid 
bekanntlich die Gaérung, nicht aber die Phosphorylierung hemmt, steht 
die Pyro-P-Abnahme in diesem Falle, wie in den Versuchen mit garende1 
Hefe, mit der Zuckerphosphorylierung in Zusammenhang. Die Versuche 
mit Bromacetat und Fluorid, sowie die Hungerversuche, zeigen, daB die 
Ausschaltung des energieliefernden Garungsprozesses bei der Hefe zu 
keinem raschen Zerfall der Pyrophosphatfraktion fiihrt, im Gegensatz 
zu dem Verhalten beim anoxybiontischen Stoffwechsel tierischer Zellen. 
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Tabelle I. 
1d 2g gepreBte Backerhefe (Versuche 10, 11) oder Bierhefe (Versuche 8, 9, 
rT 41, 68), suspendiert in 10 cem Wasser. Temperatur 25° C. Endkonzentration 
der Zusiatze: Glucose 10%, Bromessigsaure 1 : 5000, m/40 NaF, m/500 KCN. 





mg P pro g Hefe 





Dauer nach Hydrolyse Ortho-P Pyro-P 
at der wihrend - 
Ver) Datum Zusatz Inke- ||} —-—__———| Pyre- 
such bation!) ¢ > ¢@/| «a P ; 
2 a a PA. by M ne 
) Nr. | || Std. S - |S mgig | esgena 
) ' | | 
8 13. IED. | Ohne Zusatz. . 0 0,97/2,03 2,03 1,06 100 100 
1934 i “ 5 1,15.2,052,15 0,81 118 76 
Glucose 5 0,811,491.59 059 83 9 56 
| Bromacetat 5 \ 1,15|2,13,2,21 r 0,91 118 86 
) 9 19. IIL.) Ohne Zusatz . . . 0 1,36 2,332.48 0,84 100 100 
7 } 1934 a Pp 5 1,54'2,35 2,48 0,70 113 83 
Glucose oe 5 | 0,93 1,66 1,78) 0,63 68 75 
~ NaF. 5 | 0,60 1,38 1,54) 0,64 44 76 
41 29.1. | Ohne Zusatz . . 0 | 0,901,932,07) 0,91 100 100 
1935 | Glucose eae 3 | 0,97 1,83 1,95) 0,75 107 82 
» +NaF.. 3 | 0,461,281,46) 0,66 51 72 
10* 23. O.! Ohne Zusatz . 0 | 0,641,05 1,11) 0,35 100 100 
1934 a copes, 2s. 5 || 0,68'1,07 1,12) 0,84 196 97 
ee ee 5 || 0,46.0,81 0,90 || 0,27 72 77 
ob. 5 10,73 1,16 1,18) 0,41 114 117 
Glucose + KUN 5 | 0,37 0,79 0,85 | 0,36 58 103 
11 * 28. Il. Ohne Zusatz . 0 | 0,65 1,03 1,09 || 0,32 100 100 
1934 _ ‘a 5 | 0,70 1,05 1,09) 0,31 108 97 
4 KCN 5 0,80 1,14 1,18) 0,30 123 94 
a0 ] 68 23. 1X. Ohne Zusatz . 0 0,92 1,80 1,91) 0,78 100 100 
el 1935 = Re 3 || 1,14.1,88 2,00) 0.63 124 81 
d Glucose 3 | 0,59 1,16 1,26) 0,48 64 61 
: Bromacetat . 3 | 1,18 1,85 1,90), 0.63 | 128 81 
1¢ | KCN Bee te 3 1,14/1,92 1,98) 0,73 124 94 
). 1 Bromacetat + KCN 3 1,25 2,00 2,08 |) 0,68 136 87 


* Versuche mit Bickerhefe. 


Zu demselben Ergebnis fiihrt die Ausschaltung der Atmung bei 
der aeroben Backerhefe. Die Hemmung der Garung durch Cyanid 
(Tabelle II, Versuch 10, 11) bewirkt keine wesentliche Verschiebung des 
Pyro-P-Gehalts lebender Backerhefe im Vergleich zu den entsprechenden 
cyanidfreien hungernden oder garenden Proben. SchlieBlich bewirkt 
auch die gleichzeitige Hemmung der Garung und der Atmung durch 
. Zusatz von KCN und Bromacetat (Tabelle IT, Versuch 68) keinen 
4d betrachtlichen Zerfall des ,,Pyrophosphats‘. 


Die Pyrophosphatfraktion der lebenden Hefe ist demnach viel 
resistenter gegen die Ausschaltung der energieliefernden Stoffwechsel- 
prozesse als die ATP. in den tierischen Geweben. Das Pyro-P bleibt aber 
in der Hefe nur so lange stabil, als die Zellstruktur intakt ist. Die 


6* 
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Empfindlichkeit des Pyro-P gegentiber Zerst6rung der Struktur stellt 
Lohmann (1) fest, der fand, daB das Pyrophosphat in toluolbehandelte; 
Hefe nach zweistiindiger Hydrolyse vollstandig aufgespalten ist. 

Wir haben festgestellt, dafS der Zerfall des Pyro-P bei der Toluo! 
Plasmolyse mit groBer Geschwindigkeit vor sich geht. Eine Suspension 
von 2g Hefe in 10 cem Wasser wurde auf 30°C vorgewarmt, energisch 
mit leem Toluol durchgeschiittelt und bei derselben Temperatur im 
Wasserbad gelassen. Bereits nach 5 bis 10 Minuten Plasmolyse ist de: 
groBte Teil des Pyro-P (60 bis 70%) hydrolysiert (Tabelle II1). Dieser Ze: 
fall beider Plasmolyse und der darauffolgenden Autolyse geht, im Gegen 
satz zu der Umesterung bei der Glucosevergérung, mit einem ent 
sprechenden Anstieg des anorg. P einher, so daB die Summe des anorg. I 
und des Pyro-P in kurzdauernden Versuchen angenahert konstant bleibt. 


Tabelle Il. 
2g Bierhefe, suspendiert in 10 cem Wasser, werden mit 1 ccm Toluol ge 
schiittelt und bei 20° stehengelassen. 





Dauer der Ortho- | Pyro- Pyrophosphat 
Versuch Datum Autolyse phosphat phosphat in Jy des 
Anfangsgehalts 
Nr. Min. mg g | mg/g 


38 28. XT. 1934 ; 0,66 100 


1 

iT 0,22 33 

1 0,21 31,8 
1, 0 0 


23. 1. 1935 0,97 0,66 100 
1,44 0,23 35 
1,45 0,18 27,3 
1,41 0,11 16,7 


14. II. 1985 0 1,32 0,62 100 
10 1,78 0,13 22 


Der Zerfall des Pyro-P bei der Autolyse kann nun durch Zusatz von 
Glucose bedeutend gehemmt werden (Tabelle IV). Wie zahlreiche 
Versuche mit Autolyse bei Gegenwart von Zucker ergaben, ist die Menge 
des bei 7 Minuten Hydrolyse mit nHCl abspaltbaren P stets bedeutend 
gr6Ber als in der Kontrolle (Autolyse ohne Zucker). Noch nach 5 Stunden 
Autolyse bleiben in den garenden Ansatzen 20 bis 60°%, des Pyro-P 
erhalten. 

Die Schutzwirkung hangt dabei nicht von der bloBen Gegenwart 
des Zuckers im Ansatz ab, sondern von der durch diesen verursachten 
Garung. Dies ergibt sich daraus, daB der Pyro-P-Zerfall ungehemmt 
fortschreitet, wenn an Stelle von Glucose ein nicht vergarbarer Zucker 
Arabinose oder Galaktose, zugesetzt wird, oder wenn der Ansatz auBer 
Glucose Bromacetat enthalt. 
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Bei der Aufnahme der P-Hydrolysenkurve bemerkt man in Versuche: 
mit fiinfstiindiger Inkubation bei fortdauernder Hydrolyse oft einen be 
deutenden Anstieg der P-Werte, obwohl die Pyro-P-Spaltung vollende 
ist. Dies beruht augenscheinlich auf der Anhaufung von Hexose 
diphosphat, die bekanntlich bei der Garung toluolbehandelter Hefe statt 
finden kann. Dieser Umstand erschwert die quantitative Bestimmung de 
Pyro-P in langdauernden Versuchen mit Toluol und Zucker, da die Korrektw 
durch lineare Extrapolierung in solchen Fallen nicht mehr zulassig ist. Di: 
von E£. Boyland (12) vorgeschlagene Bestimmung des Pyro-P im Baryt 
niederschlag bietet nach unseren Beobachtungen keinen Vorteil, da die 
Korrektur fiir die nachfolgende Hydrolyse auch in der Barytfraktion be 
trachtliche Werte erreicht; anscheinend wird, entgegen der Meinung von 
Boyland, ziemlich viel Hexosediphosphat in die Fallung mitgerissen 
Giinstiger sind in dieser Hinsicht kurzdauernde Versuche (20 bis 30 Minuten 
Autolyse). In solehen Versuchen hat die Hexosediphosphorsaure sich noch 
nicht angehauft und die Korrektur fiir die 7 Minuten dauernde Hydrolyse 
ist viel kleiner. 

In einigen Versuchen dieser Art haben wir die vollstandigen P 
Hydrolvsenkurven nach Lohman: aufgenommen, indem P-Bestimmungen 
nach 7, 15, 30, 60 und 180 Minuten ausgefiihrt wurden (Tabelle V). Der 
Verlauf der Hydrolysenkurven (Abb. 1) hinterlaBt keinen Zweifel, dat 
der in 7 Minuten abspaltbare P in den giirenden Proben tatsachlich 
Pyro-P ist und nicht auf Kosten des Zerfalls der iibrigen bekannten 
P-Fraktionen entstehen kann'. 

Tabelle V. 2g Hefe, suspendiert in 10 cem Wasser mit oder ohne Glucos¢ 


(Endkonzentration 10°), werden mit 1 cem Toluol geschiittelt und bei 30°, 
im Thermostaten gelassen. 





mg P pro g Hefe Pyro-P in 
Dauer der Siurehydrolyse in Min. & Hefe 


Datum Ansatz 0), des 


30 60 120 | mg | Anfangs 
gehalts 


Autolyse 


Dauer der 


= 
—] 


1985 


1,46 2,25 2. 0,66 100 
1,89 2,20 2, 0,19 288 
1,48 2,07 7 0,55 83.3 


1.14 2,06 2, (0,75 
1,71 2,06 0,21 
0,40 

3 | 0,87 
0.25 
0,45 
0.67 
2,17 0,06 
1,78 0,33 


2. VII. | Ohne Glucose 


ee 
ane 
fo 

bo 

or 


X. Ohne 
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1,15 1,74 


1,23 | 2,20 
1,98 2,30 
1,39 1,87 


1,09 1,82 
1,82 1,94 
1,08 1,48 


eee 
1 RS) Rom) 


Mit 
IX.| Obne 


=— 
rrmnw Pw 


Mit 
IX. || Obne 


ID OOS 


— DO DO 


a_i 
oo 


Mit ” 

! Die spezifischen Methoden zur Bestimmung der ATP. auf Grund 

ihrer Spaltbarkeit durch Enzyme, die bei Versuchen mit Muskelpraparaten 

neuerdings mit Erfolg angewendet werden, erwiesen sich bei unseren Ver 
suchen zur Erfassung des Hefepyrophosphats als ungeeignet. 
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Der nahezu parallele Verlauf der P-Hydrolysenkurven in frischer 
und toluolbehandelter Hefe mit und ohne Zucker im 30 bis 180 Minuten- 
Abschnitt der Hydrolyse weist darauf hin, daB die in garender Toluol- 
hefe verschwindenden Anteile des Ortho- und Pyro-P anfanglich nicht 
in Hexosediphosphat, sondern in viel schwerer hydrolysierbare P- 
Verbindungen iibergehen (vgl. Vetbel (13), Meyerhof (14)]. 

Der vollstandige Zerfall der Pyro-P-Fraktion infolge der Zer- 
stérung der Zellstruktur ist also bei vorhandener Garung verhindert. 
Diesen Effekt erklaren wir durch Resynthese des ,,Pyrophosphats‘‘ bei 
der Garung, analog der Re- 


synthese der ATP. bei der a | 








—_ 
——? 


A 


Glykolyse im Muskel (Meyer- a +: 


hof und Lohmann) und in Ery- sagem 
throcyten [ Barrenscheen (16), 
Braunstein (10)]. Der endo- 
therme ProzeB der ATP.-Re- 
phosphorylierung erfolgt auf 
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Kosten der Energie und des 
Phosphats, die beim Zerfall der 
phosphorylierten —Zwischen- 


0 2 4 8 8 10 T20 190 %0 omn 
Abb. 1. Hydrolysenkurven rach Lohmann zu 
Versuch 69, Tabelle V. 
e@--@ A. Anfangsprobe. 
< B. Nach 15 Minuten Plasmolyse ohne 


produkte der Glykolyse in 
Freiheit gesetzt werden. Nach Glucose. 
den Feststellungen von Parnas aeabplns the vin haanaacacadae 
und Mitarbeitern (15) erfolgt 

die ATP.-Resynthese im Muskel auf Kosten von Phosphat, das aus 
der wahrend der Glykolyse gebildeten Phosphoglycerinsaure, oder 
exakter aus der Phosphobrenztraubenséure stammt. Da Phospho- 
glycerinséure und Phosphobrenztraubensaure auch bei der alkoholischen 
Garung Zwischenprodukte sind, haben wir den EinfluB der Phospho- 
glycerinsiure auf den Pyro-P-Zerfall in Toluolhefe untersucht. Die 
Versuche wurden wie die vorangehenden angestellt, nur wurde an Stelle 
von Glucose neutralisierte Phosphogiycerinsdéurelésung zugesetzt, her- 
gestellt aus nach Newberg und Kobel (17) dargestelltem Ba-Phospho- 
glycerat durch Umsetzung mit Na-Sulfat. Die Lésung des Na-Salzes 
enthielt keine leicht hydrolysierbaren P-Verbindungen. Die Versuchs- 
dauer betrug 15 bis 25 Minuten. 

Wahrend dieser Zeit zerfiel in den Kontrollproben der Hauptanteil 
des Pyro-P, wahrend die Abnahme der Pyro-P-Fraktion in den Proben 
mit Phosphoglycerat viel geringer war (0 bis 35°), bei gleichzeitiger 
Zunahme des Ortho-P auf Kosten der aufgespaltenen Phosphoglycerin- 
sdure (Tabelle V). Inden Phosphoglyceratproben war mit einer Anhaufung 
von Phosphopyruvat zu rechnen, das nach Lohmann und Meyerhof (18) 
leicht hydrolysierbar ist und in 1 Stunde bei 100° durch nHCl voll- 
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standig gespalten wird. Daher konnte in unseren Versuchen die al 
Pyro-P gedeutete P-Abspaltung nach 7 Minuten Hydrolyse bei Gegen 
wart von Phosphobrenztraubensaure zum Teil der letzteren entstammen 
Um diese Fehlerquelle auszuschalten, wurde in einer Reihe von Versuche 
die Phosphobrenztraubenséiure vor der Bestimmung des Pyro-P ent 
fernt, indem die P-Fraktion im Ba-Niederschlag des enteiweibten 
Filtrats bestimmt wurde (die Phosphobrenztraubensaéure wird nach 
Lohmann und Meyerhof durch Ba-Ionen nicht gefillt). Auch in diesem 
Falle betragt die Menge des leichthydrolysierbaren P in der Phospho. 
glyceratprobe das Vielfache der in der Kontrolle vorhandenen (TabelleV [, 
Versuch 57). 


Ferner wurde von der raschen Oxydation der Phosphobrenztrauben- 
saure unter P-Abspaltung durch Hypojodit Gebrauch gemacht, indem 
der Pyro-P-Bestimmung in den Filtraten eine Behandlung mit Jod in 
alkalischem Medium vorausgeschickt wurde: 3cem des CCl],COOH- 
Filtrats wurden neutralisiert und mit 1,5 cem n/10 NaOH und 1 ccm 
n/10 J, versetzt, 15 Minuten stehengelassen und nach Zusatz von 1 cem 
nHCl das iiberschiissige Jod mit Thiosulfat wegtitriert. Alle Proben 
wurden mit dest. Wasser auf das gleiche Volumen aufgefiillt und auf 
iibliche Weise die P-Bestimmungen ausgefiihrt. Auch in derartigen 
Versuchen iibertrifft der Pyro-P-Gehalt der Phosphoglyceratproben 


nach der Hypojoditbehandlung denjenigen der Kontrollen um mehr als 
das Doppelte (Tabelle VI, Versuch 62). 


Bei Gegenwart von Phosphoglycerinsiure wird demnach der 
Zerfall des Pyro-P in Toluolhefe in noch stiérkerem Mae durch Re- 
synthese kompensiert als bei Zusatz von Zucker. 


Die Resynthese auf Kosten der Phosphoglycerinsaure konnte auch 
in direkten Versuchen nachgewiesen werden. Zu diesem Zwecke wurde 
die Hefe 10 Minuten lang der Plasmolyse mit Toluol ausgesetzt. Dabei 
sank der Pyro-P-Gehalt von 0,57 mg pro 1g der frischen Hefe aut 
0,13 mg. Sodann wurde Na-Phosphoglycerat (Endkonzentration m/50) 
zugesetzt. Nach 20 Minuten war der Pyro-P-Gehalt wieder auf 0,36 mg ¢g 
angestiegen, d. h. fast auf das Dreifache. 


Diskussion. 


Alle unsere Befunde bestatigen die Annahme, dab die in der Hefe 
enthaltene Pyrophosphatverbindung bei der alkoholischen Garung 
dieselbe Funktion ausiibt, die nach dem Schema von Parnas (19) der 
ATP. bei der Glykolyse tierischer Zellen zukommt — die Funktion eines 
Phosphat- (und Energie-) Ubertragers. Die Verbindung gibt ihr labiles 
Phosphat an die vergirende Hexose ab und wird im weiteren Verlaut 
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der Garung durch Aufnahme von Phosphat aus _phosphorylierte: 
Zwischenprodukten (Phosphobrenztraubensaure) wieder regeneriert !. 

Die Feststellung der Coenzymrolle der ATP. bei der Glykolys: 
veranlaBte Lohmann (24) zu der Vermutung, daB die ATP. auch bei de: 
alkoholischen Garung als Coenzym wirke. Spatere vergleichende 
Untersuchungen von Lohmann fiihrten ihn aber zu dem SchluB (6), das 
Co-Zymase und ATP. nicht identisch sind und einander nicht vollstandiy 
zu ersetzen vermégen. Euler und Mitarbeiter (21) haben in einer Reihe 
von Arbeiten die Unmdglichkeit des Ersatzes der Co-Zymase durch 
ATP. dargetan und die Beteiligung der letzteren am Fermentsystem de: 
alkoholischen Garung bezweifelt. 

Bekanntlich kann das labile Phosphat (Pyro-P) in verschiedenen 
Geweben nicht nur als ATP., sondern auch in der Form von anderen 
Nucleotidpolyphosphorséuren vorliegen. Es schien uns daher zweck- 
maBig, die Fragestellung auf folgende Weise zu unterteilen: 1. Ist das 
zelleigene ,,Pyrophosphat® der Hefe am Coenzymsystem der alko- 
holischen Garung beteiligt und welches sind seine Funktionen? 2. Ist 
diese Verbindung mit der Muskel-ATP. identisch? Die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit gestatten es, die erste Frage im positiven Sinne zu 
beantworten; — es ist gezeigt worden, daB das ,,Pyrophosphat* bei der 
alkoholischen Garung als Phosphatiibertrager beteiligt ist. Bereits nach 
AbschluB unserer Untersuchungen erschienen Arbeiten aus dem Labo- 


ratorium von Fuler (22), aus denen, abweichend von den _ bisherigen 
Vorstellungen Eulers, hervorgeht, daB zugesetzte ATP. im Ferment- 
system der Hefe als Phosphatiibertrager (phosphorylierendes Agens) 


1 In den jiingst veréffentlichten Arbeiten des Parnasschen Labora- 
toriums (20) wird dieselbe Auffassung auf Grund von Bestimmungen von 
ATP. in Hefe mittels enzymchemischer Methodik und von Versuchen iiber 
die Phosphorylierung zugesetzter Muskeladenylsaéure in Hefeextrakten und 
Hefe entwickelt. In diesen Arbeiten wird ferner die interessante Tatsache 
festgestellt, da Hexosediphosphat in der Hefe unmittelbar als Phosphat- 
donator fiir die Resynthese der ATP. auftreten kann, in einer Reaktion, 
die im Gegensatz zu der Phosphatiibertragung von der Phosphoglycerinséure 
aus fluoridunempfindlich ist. Die Folgerungen, die sich fiir die Theorie der 
alkoholischen Garung ergeben, werden von Parnas eingehend besprochen. 
Unsere Anschauungen stimmen im wesentlichen mit den Ausfiihrungen von 
Parnas iiberein, und es eriibrigt sich daher hier naiher auf den Mechanismus 
der Phosphatiibertragung bei der alkoholischen Garung einzugehen. Es 
sei nur nochmals hervorgehoben, daB unseren bisherigen Erfahrungen nach 
die wahrend der Garung auf- und abgebaute Pyrophosphatverbindung der 
Hefe, wenigstens in ihrem Hauptteil, nicht mit der Muskel-ATP. identisch 
sein kann. Die diesbeziiglichen Befunde, iiber die in unserem Vortrag auf 
dem XV. PhysiologenkongreB berichtet wurde, sollen im Zusammenhang 
mit den Befunden von Parnas iiberpriift und in einer nachstfolgenden 
Arbeit mitgeteilt werden. Wir behalten uns vor, bei dieser Gelegenheit 
erneut zu den Vorstellungen von Parnas Stellung zu nehmen. 
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aufzutreten vermag. Gleichzeitig wies Newberg (23) nach, daB die Um- 
wandlung von Hexosemonophosphat zu Hexosediphosphat in lebender 
Hefe durch zugesetzte Muskel-Adenylsaure vermittelt wird, die dabei 
zu ATP. phosphoryliert wird. Obwohl diese Arbeiten, wie auch die in 
der Anmerkung auf 8.96 besprochenen neuesten Arbeiten der Parnas- 
schen Schule im Gegensatz zu unseren Untersuchungen nicht die zell- 
eigene Pyrophosphatverbindung der Hefe betreffen, sind die darin mit- 
geteilten Befunde als Beweismaterial fiir die Beteiligung von Pyro- 
phosphatverbindungen am Coenzymsystem der alkoholischen Garung 
von groker Bedeutung. Was die Frage der Identitat des Pvyro- 
phosphats der Hefe mit der Muskel-ATP. betrifft, so soll hieriiber 
demniachst berichtet werden. 


Zusammenfassung. 

1. Bei der Inkubation frischer Bier- oder Backerhefe in wasseriger 
Suspension bleibt der Pyro-P-Gehalt wahrend 5 Stunden fast ungeandert. 
Bei der Inkubation unter denselben Bedingungen, aber mit Zusatz von 
Glucose (d. h. im gérenden Ansatz), erfolgt ein betrachtlicher Schwund 
des Pyro-P unter gleichzeitiger Abnahme des Ortho-P. 

2. Bei Ausschaltung der Garung durch Bromacetat und der Atmung 
durch KCN erfolgt keine wesentliche Verschiebung des Ortho-P- und 
Pyro-P-Gehalts. In glucosehaltigen Ansatzen mit durch Na F gehemmter 


Garung erfolgt, wie in garenden Proben, ein Schwund des Pyro-P, und 
zwar unter bedeutender Abnahme des Ortho-P. 


3. Der rasche Zerfall des Pyro-P, der bei der Autolyse (Plasmolyse) 
erfolgt, ist bei vorhandener Garung (Zusatz von Glucose) gehemmt. In 
Gegenwart von Phosphoglvcerinsaiure ist der Zerfall des Pyro-P noch 
starker eingeschrankt (durch Resynthese kompensiert) als in Gegenwart 
von Glucose. Bei nachtraglichem Zusatz von Phosphoglycerinsaéure zu 
plasmolysierten Hefeansitzen mit weitgehend zerfallenem Pyro-P 
nimmt der Pyro-P-Gehalt bedeutend zu. 

4. Die Ergebnisse bestatigen die Vermutung, daB die in der Hefe 
enthaltene Pyrophosphatverbindung bei der alkolholischen Géarung 
dieselbe Funktion als Phosphatiibertrager ausiibt, die nach dem Schema 
von Parnas der ATP. bei der Glykolyse tierischer Zellen zukommt. 


Herrn Dr. A. E. Braunstein bin ich fiir die Anweisung und wert- 
volle Ratschlage bei der Ausfiihrung der Arbeit zu tiefstem Dank 
verpflichtet. 
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Mit 3 Abbildungen im Text. 


In friiheren Untersuchungen [gemeinsam mit L. Popper (1) und 
(, dell Acqua (2)| konnte gezeigt werden, da das Reduktionsvermégen 
des normalen Harns gegeniiber Ferrichlorid-Ferricyanid an die Farb- 
stoffe bzw. Chromogene des Harns gebunden ist. Die wesentlichsten auf 
Grund einer kolorimetrischen Bestimmung erhaltenen Ergebnisse der 
Untersuchungen waren, daB dieses Reduktionsvermégen des Harns bei 
gleichmaBbiger Ernahrung fiir das Einzelindividuum auffallend konstant 
bleibt, daB ferner vermehrte Eiweifzufuhr mit einer Erhéhung des 
Reduktionsvermégens einhergeht. Vom chemischen Gesichtspunkt aus 
ist es uns seinerzeit gelungen, das Reduktionsvermégen in einen an- 
scheinend durch Polyphenole bedingten Anteil und einen wesentlich 
an Menge zuriicktretenden Anteil zu trennen, in dem wir auf Grund der 
Unterdriickbarkeit des Reduktionsvermégens durch Formaldehyd und 
auf Grund der Nitroprussid- und Jodazidreaktion Sulfhydrilverbindungen 
fiir das Reduktionsvermégen verantwortlich machen konnten. Gerade 
dieser Anteil schien mit dem Urochrom bzw. Urochromogen identisch zu 
sein. Eine nahere chemische Charakterisierung dieser Chromogene auf 
Grund einer Fallung als Bariumsalze fiihrte zu keinem einwandfreien 
Ergebnis. Es war uns damals schon klar, daB jede Fallung, besonders 
jede Schwermetallfallung, bei diesen labilen Kérpern zu weitgehenden 
Veranderungen fiihrt, hauptsachlich was das anfanglich vorhandene 
Reduktionsvermoégen betrifft. Eine schonende Trennung, die eventuell 
zu einer Isolierung der fiir das Reduktionsvermégen verantwortlichen 
K6rper fiihren sollte, war nur von physikalischen Methoden zu erhoffen. 
Als Vorarbeit fiir derartige Untersuchungen ist nachstehende Arbeit 
aufzufassen, die sich auBer mit der Frage der Trennung der Reduktions- 
kérper durch selektive Adsorption auch mit der Frage beschaftigt, wie 
weit diese, die Reduktion bedingenden Kérper an der normalen Harn- 
farbe beteiligt sind. 


I. Uber das Verhalten der die Reduktion bedingenden Kérper gegeniiber 
verschiedenen Adsorptionsmitteln. 

Als Adsorptionsmittel versuchten wir zunachst die durch neutrales, 

bzw. basisches Bleiacetat erhaltenen Niederschlage. Bei beiden gelingt es, 
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die die Reduktion bedingenden K6rper fast restlos zu adsorbieren. De: 
Versuch einer Elution aus den Bleiniederschlagen scheiterte jedoch 
Ebensowenig lassen sich die die Reduktion bedingenden Stoffe durch 
Zerlegung der Bleiniederschlage mit Schwefelsdure bzw. Salzséure wieder 
gewinnen. Man erhalt wohl braun gefarbte Losungen, denen aber nach 
kiirzester Zeit jede Spur eines Reduktionsvermégens verloren geht. Dic 
enorme Saureempfindlichkeit dieser Kérper war uns auch seinerzeit bei 
dem Versuch einer Zerlegung des Barytniederschlags aufgefallen. Eben 
sowenig fiihrt die Zerlegung mit Schwefelwasserstoff, von der man a priori 
voraussetzen kénnte, daB sie wegen der reduzierenden Eigenschaften 
des Schwefelwasserstoffs die labilen autoxydablen Korper vor weiteren 
Veranderungen schiitzen kénnte, zum Ziel. Ob hier das gebildete Bleisulfid 
die Reduktionskérper adsorptiv zuriickhalt, soll dahingestellt bleiben. 

Kine Adsorption an einen durch Kupferacetat-Natriumacetat er- 
zeugten Niederschlag, vorwiegend Phosphate, ist méglich. Auch hier 
gelingt es, wie beim Bleiniederschlag, einen groBen Teil des Reduktions- 
vermégens an den Niederschlag zu binden. Die Wiedergewinnung des 
adsorbierten Teiles ist jedoch unméglich. Auf Grund dieser Ergebnisse 
wurde von einer Adsorption an Schwermetallniederschlage abgesehen 
und im weiteren die Adsorption an mehr indifferente Adsorbentien 
versucht. Als solche kamen Tonerde Cy, nach Willstatter und Kraut 
dargestellt, sowie Kaolin zur Anwendung. Es zeigte sich sehr bald, da} 
mit beiden Mitteln ein wesentlicher Erfolg zu erzielen war, daB jedoch 
die Adsorption vom px abhangig ist. 

Das Reduktionsvermégen wurde nach der mit dell’ Acqua ausgearbei- 
teten Berlinerblaumethode bestimmt und in mg Berlinerblau pro 100 cem 
Harn ausgedriickt. Die Einstellung des px erfolgte mittels Puffergemischen 
nach Sdrensen, und zwar kam fiir den sauren Bereich Citrat-Salzsaure, 
weiterhin Phosphatpuffer und fiir den alkalischen Bereich Borat-Natron- 
laugegemisch in Verwendung. Auf je 10cem Harn wurden 10 ccm der 
m/15 Pufferlésung zugesetzt, dann jeweils 1 g des Adsorbens. Nach kraftigem 
Schiitteln wurde zentrifugiert und das Reduktionsvermégen des nicht 
behandelten und des behandelten Harns ermittelt. 

Untersucht man zunachst die Adsorption der die Reduktion be- 
dingenden Ké6rper in einem pu-Bereich, welcher den mittleren, vom 
Harn erreichten Grenzwerten entspricht (zwischen px 5,29 bis 8,04), so 
zeigt sich, daB von dem urspriinglichen Reduktionsvermégen des Harns 
von Tonerde Cy am meisten bei schwach alkalischer Reaktion (px 7,73) 
adsorbiert wird (rund 60°), wabhrend bei schwach saurer Reaktion 
ebenso wie bei starker alkalischer Reaktion die Adsorption um 50°, 
des urspriinglichen Wertes betragt. Da jedoch die Klarung derartiger 
Proben ziemlich miihselig ist, sind wir in der Folge ausschlieBlich zur 
Anwendung des Kaolins iibergegangen. In dem als physiologisch an- 
zusehenden Bereich (px 5,29 bis 8,04) zeigt nun das Kaolin seine starkste 
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Adsorptionsfahigkeit auf der sauren Seite bei pu 5,29, bei der rund 
55%, des gesamten Reduktionsvermégens adsorbiert werden. Gegen 
den Neutralpunkt zu sinkt dann das Adsorptionsvermégen, um auf der 
alkalischen Seite einen deutlichen Anstieg erkennen zu lassen. 
Jenseits des physiologischen Bereichs, im stark sauren bzw. stark 
alkalischen Gebiet, ergibt sich fiir die Adsorption an Kaolin folgendes: 
die starkste Adsorption (iiber 60°) des gesamten Reduktionsvermégens 
findet sich im stark sauren Bereich (px 1,17). Von da ab nimmt die 
Adsorption allmahlich ab. Im alkalischen Bereich ergibt sich ein neuer 
liches Ansteigen der Adsorption. Die Verhaltnisse gehen am besten aus 
nachstehender Kurve I her- 
vor, die aus den Mittel- 
werten einer gréBeren Zahl 
von Einzeluntersuchungen zu- 
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sammengestellt wurde (Abb. 1). 
Wie sind nun die beiden 
Fraktionen des Reduktions- 
vermégens an der Adsorption 
beteiligt ? Bestimmt man die 
Gesamtreduktion eines Harns 
mit und ohne Vorbehandlung 
mit Formaldehyd, so ergibt 
die Differenz beider Werte 
das durch  Formaldehyd 
unterdriick bare Reduktions- FCT SST DT eB 
vermégen, das nach unseren itil 
friiheren Untersuchungen an _ Re Par Ee Ses ROD one 
eduktionsvermégens normaler Harne an Kaolin. 
die Gegenwart von Sulfhydr il- Untere Kurve: Gesamt-Reduktionsvermégen. 
gruppen gebunden ist. Priift ica aoe Ms 4 vente die ei 
man mit dieser Methode 
den Erfolg der Adsorption, so ergibt sich, da durch Kaolin der 
durch Formaldehyd unterdriickbare Anteil bevorzugt adsorbiert wird. 
Im stark sauren Bereich ergibt sich eine Adsorption dieser Fraktion 
von rund 70%. Gegen den Neutralpunkt zu erreicht dann die Kurve 
der Adsorption ein deutliches Maximum. Wir kénnen hier bei einem 
pu von 6,24 von einer fast totalen Adsorption sprechen (rund 97%). 
Ein zweites Maximum findet sich dann im schwach alkalischen Bereich 
bei pu 7,73. Im weiteren alkalischen Bereich finden wir dann ein gering- 
fiigiges Absinken auf Werte zwischen 75 und 85%. Die Verhaltnisse 
werden am besten durch Abb. 1 (obere Kurve) illustriert, die als Durch- 
schnittskurve aus dem Mittel einer Reihe von Bestimmungen gezeichnet 
wurde. Die maximalen Schwankungen sind dabei gesondert vermerkt. 
Wie man sieht, geht die Adsorption des durch Formaldehyd unter- 
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driickbaren Reduktionsvermégens durchaus nicht parallel mit der de 
Gesamtreduktionsvermégens, vielmehr zeigen beide Kurven einen 
spiegelbildlichen Verlauf. 

Bei dem als Maximum der Adsorption fiir die der Sulfhydrilgrupp« 
angehérenden Reduktionskérper festgestellten pu von 6,24 fallen nun 
schon teilweise die Erdalkaliphosphate des Harns aus und es war nahe- 
liegend, daran zu denken, das immerhin umstandliche Adsorptions. 
verfahren mit Kaolin durch eine einfache Phosphatfallung zu ersetzen 
Es zeigte sich jedoch, daB diese Voraussetzung nur in einem Bruchteil 
der untersuchten Fille bei hohem Phosphatgehalt des Harns 
zutrifft, da aber auch hier die Adsorption an Kaolin wesentlich héhere 
Werte ergibt. Speziell die Fraktion der durch Formaldehyd unter- 
driickbaren Reduktion wird durch den Phosphatniederschlag fast gar 
nicht adsorbiert. Auch eine weitere Verschiebung des px nach det 
alkalischen Seite andert daran nichts. Es wird durch den Phosphat- 
niederschlag augenscheinlich nur die Polyphenolfraktion zu einem 
allerdings nicht unbetrachtlichen Anteil adsorbiert. 


Il. Der Anteil der Reduktionskérper an der Harnfarbe. 

Die Tatsache, dab es gelingt, einen nicht unbetrachtlichen ‘teil der 
Reduktionskérper zu adsorbieren, gestattet nun auch die Frage zu 
beantworten, inwieweit diese Kérper am 
Zustandekommen der normalen Harn- 
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14 + : : farbe beteiligt sind. Zu diesem Zweck 
wurden mittels des Zeissschen Stufen- 
photometers (S-Filter) eine Reihe von 
Farbkurven normaler Harne vor und 
nach Adsorption mit Kaolin aufge- 
nommen. Es zeigt sich durchgehend, 
daB nach der Adsorption die Farbkurve 
namentlich im Rot wesentlich gesenkt 
erscheint, um in ihrem weiteren Ver- 
lauf der Kurve des urspriinglichen Harns 





mit Kaolin 


+ 





zuzustreben (s. Abb. 2). 





600 500 waist . . 
-_ a Der Anteil dieser Fraktion an der 
Abb.2. Farbkurvedesnormalen  Harnfarbe driickt sich auch indem Harn- 
Harns nach Adsorption mit ‘ 

Kaolin. farbwert nach Heilmeyer (3) aus, der 
1: Kurve des natives Harne. nach der Behandlung des Harns mit 

Il: Kurve nach Adsorption mit % ; : . 
Kaolin. Kaolin durchweg eine Senkung auf- 
weist. Nach einer Reihe von Bestim- 
mungen ergab sich im Mittel eine Senkung des Harnfarbwertes um 
rund 20° bei maximalen Schwankungen zwischen 14 und 25%. 


Siehe nachstehende Zusammenstellung. 
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Tabelle LI. 





Gesamtreduktion Abnahme Harnfarbwert 
. -- des ei ee eee ett ae ee 
Versuch sate nach Reduktions- nach 
eter Adsorption vermégens nativ Adsorption 


Nr Harn mit Kaolin in °/9 mit Kaolin 


Abnahme des 
Harn- 
farbwertes 
in Jo 
27 214.5 95,5 55,48 a 0.94 22,95 
29 209,5 92.5 55.98 36 1,08 20,59 
30 204.5 87 57,46 OS 0,88 18,52 

179 85.5 52,24 A: 1,06 25,85 
179.5 83 53,48 Ray 1,39 14,47 


Betrachtet man die Farbkurven des Normalharns vor und nach 
der Adsorption, so ergeben sie gewissermaBen ein Spiegelbild der Kurven, 
die man erhalt, wenn man Normalharne langere Zeit dem Licht aussetzt. 
Der im Falle der Lichtexposition des Harns auftretenden Zunahme der 
Ausléschung im roten Spektralgebiet entspricht in unserem Falle die 
Abnahme der Adsorption im Rot, so daB wir annehmen méchten, daB 
in dieser an Kaolin adsorbierbaren Fraktion der Chromogene jener 
Anteil zu suchen ist, der fiir die charakteristische Anderung des Farb- 
tones des Harns beim Stehen im Licht verantwortlich ist!. Fir derartige 
Beziehungen sprechen auch Versuche, in denen wir den Harn unter 
Tageslichteinwirkung mit Sauwerstoffdurchleitung durch 2 Stunden be- 
handelt haben. Es zeigt sich in derartigen Harnen eine deutliche Ab- 
nahme des Reduktionsvermégens, die ausschlieBlich auf die durch 
Formaldehyd unterdriickbare Fraktion zu beziehen ist. Gleichzeitig 
ergibt sich eine nicht unbetrachtliche Zunahme des Harnfarbwertes 
(siehe nachstehenden Versuch). 





Reduktionsvermégen in mg Durch Formaldehyd unterdriick- 
Berlinerblau bares Reduktionsvermigen 


Harnfarbwert 





nach 0,-Durch- 
perlung 


nativ nativ nach Op» nativ nach O» 


179 172 25,5 18,5 1,42 1,66 


Il. Versuche zur chemischen Charakterisierung. 


War es auf diese Weise gelungen, die durch Formaldehyd unter- 
driickbare Fraktion der normalen Reduktion fast quantitativ an Kaolin 
zu adsorbieren, so muBte das nachste Bestreben darauf gerichtet sein, 
diese adsorbierte Fraktion méglichst schonend aus dem Adsorbat 
herauszuholen und ihre chemische Charakterisierung zu versuchen. 

Zunachst handelte es sich darum, das passende Elutionsmittel zu 
finden. Zu diesem Zweck wurden die Adsorbate an Kaolin, die bei 


! Vgl. dazu die Kurve bei Heilmeyer, Medizinische Spektrophotometrie, 
S. 229, Abb. 99. Jena, G. Fischer, 1933. 
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einem px von 6,24 erhalten waren, zunachst auf der Zentrifuge wiede: 
holt mit destilliertem Wasser ausgewaschen, bis die Waschfliissigkei: 
keine Phosphatreaktion mehr gab. Die Elution mit sekundirem Natrium 
phosphat, sowie Natriumbicarbonat und Natriumcarbonatlésung ergal) 
keine befriedigenden Resultate. Am giinstigsten erwies sich noch die 
Elution mit Ammoniak. Bezogen auf das durch die Adsorption verloren 
gegangene Reduktionsvermégen lassen sich durch Ammoniak rund 
zwischen 25 und 33°%, der adsorbierten Reduktionskérper  eluieren 
Diese eluierbare Fraktion gehért jedoch ausschlieBlich der Fraktion 
der Polyphenole an. Die K6rper, deren Reduktionsvermégen durch 
Formaldehyd unterdriickbar ist, werden durch Ammoniak nicht eluiert 
Wir haben dann versucht, diese uns besonders interessierende Fraktion 
durch nachtragliche Elution mit Essigsiure bzw. Salzséure zu erfassen. 
Mit verdiinnter Essigsdure (ln) 14Bt sich nun wohl ein weiterer Teil 
der Reduktionskérper aus der Adsorption an Kaolin herausholen, und 
zwar betragt dieser Anteil rund 20%, so daB man durch Aufeinander- 
folge von Ammoniak und verdiinnter Essigsiure zu einer Ausbeute von 
rund 50°, des adsorbierten Reduktionsvermégens gelangt. Aber auch 
in diesem Anteil ist die durch Formaldehyd unterdriickbare Fraktion 
nicht nachweisbar. Verdiinnte Salzsdure (ungefahy n HCl) lést aus den 
mit Ammoniak vorbehandelten Kaolinniederschlagen tiberhaupt nichts 
heraus. Wohl gelingt es mit verdiinnter Salzsdure allein ungefahr 20 °, 
des an Kaolin adsorbierten Reduktionsvermégens herauszulésen. Aber 
auch hier findet sich von der durch Formaldehyd unterdriickbaren 
Fraktion nichts vor. Essigséure allein eluiert etwas giinstiger als Salz- 
saure (rund 25°), jedoch mit dem gleichen negativen Ergebnis fiir die 
Sulfhydrilgruppen-Fraktion. Versuche, die Ammoniakelution mit ab- 
gestuften Pufferlésungen zu kombinieren, ergaben, daB sich wohl nach 
der Ammoniakelution noch Anteile durch saure Pufferlésungen heraus- 
lésen lassen. Am giinstigsten erwies sich hier Citratpuffer zwischen 
pu 2,9 und 4,2. Die Ergebnisse beziiglich Elution der durch Form- 
aldehyd unterdriickbaren Fraktion waren hier jedoch gleich negativ 
wie in den friiheren Untersuchungen. Woran dieses Scheitern der 
Elutionsversuche liegt, 14Bt sich vorlaufig nicht beurteilen. Man kénnte 
an eine weitgehende Veranderung dieser Fraktion denken. Man kann 
ebensogut annehmen, daB die von uns gebrauchten Elutionsm‘ttel 
untauglich waren und andere Methoden zu einem giinstigeren Resultat 
fiihren. 

Samtliche Eluate zeigen eine deutliche, schwach gelbliche Farbung. 
Speziell die mit Ammoniak erhaltenen Eluate, die wir im weiteren 
Verlauf ausschlieBlich zu unseren Untersuchungen heranzogen, er- 
gaben beim langeren Stehen eine deutliche Farbvertiefung und_ bei 
langerer Einwirkung von Licht und Luft dunkelbraunrote Farbungen. 
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Mit Riicksicht auf die nach der Adsorption erhaltenen Farbkurven 
haben wir von derartigen Eluaten, welche auf das Volumen des urspriing- 
lichen Harns gebracht wurden, auch Farbkurven mit dem Zeissschen 
Stufenphotometer aufgenommen. Die Ergebnisse derartiger Unter- 


€ 


suchungen zeigt Abb. 3. 


Die Gesamtreduktion des hier untersuchten Harns betrug 193 mg-°,, 
Berlinerblau, durch Formaldehyd unterdriickbar war die 28 mg-°®, Berliner- 
blau entsprechende Menge. Nach Adsorp- 
tion an Kaolin ergab sich ein Reduktions- 
vermégen von 85,5mg-% Berlinerblau, da- 
von 2mg-% durch Formaldehyd unter- 
driickbar. Das Ammoniakeluat ergab eine 
Gesamtreduktion von 33,4 mg-%, Berliner- nativer Harn 
blau. t 


14 = 


; ar acre i 7s) Terl:s 7 \ 
‘ In ihrer Lage und ihrem Verlauf 7 haw nach 
aihnelt die Kurve des Eluats am ehesten Adsorption 
noch der von Heilmeyer und Otto (4) 





aufgestellten Kurve fiir das sogenannte 
Urochrom A, das mit dem Weifschen 
Urochromogen identiseh sein soll. Auch 600 SU fig. 
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die Beteiligung dieser Fraktion am Abb. 3. Farbkurve des 
Harnfarbwert kénnte auf diese Be- Ammoniakeluats. 

‘ +7 P . I: Nativer Harn 
ziehung zum Urochrom A_hinweisen. Il: Harp nach Adsorption mit 


Sichere Schliisse lassen sich jedoch Kaolin. 
: , lil: Ammoniakeluat. 
nicht ziehen. 

Trotz des Fehlschlags, die durch Formaldehyd unterdriickbare 
Fraktion des Reduktionsvermégens aus dem Adsorbat zu_isolieren, 
haben wir doch eine Reihe orientierender Versuche iiber die Natur des 
eluierbaren, offenbar phenolischen Anteils angestellt. 


Zu diesem Zwecke wurden zuniichst 1200 cem frischen Mischharns mit 
300 cem Phosphatpuffer von py 6,24 und 240g Kaolin angeriihrt und nach 
kurzem Schiitteln scharf zentrifugiert. Das Kaolin wurde wiederholt mit 
verdiinnter Pufferlésung ausgewaschen und sodann mit 250 cem Ammoniak 
mehrere Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Nach scharfem 
Zentrifugieren wurde die iiberstehende Fliissigkeit in einen Kolben unter 
Stickstoff iibergefiihrt und das Kaolin mehrfach mit Portionen von je 
100 ceem Ammoniak nachgewaschen. Die vereinigten Zentrifugate, welche 
ammoniakalische Silberlésungen in der Kalte stark reduzierten, wurden 
im Vakuum unter Stickstoff eingeengt, der braunlich gefarbte Riickstand 
mit kochendem Alkohol (60 cem) ausgezogen. Die Hauptmenge blieb in 
Alkohol ungelést, der hauptsachlich braune Schmieren aufnahm. Die 
alkoholische Lésung ergab keine Reduktion ammoniakalischer Silber- 
lésungen. Ein Teil des Riickstandes wurde in Schwefelsiure gelést und mit 
Ather ausgeschiittelt. Im Gegensatz zur wasserigen Phase fand sich im 
Ather nicht eine Spur des Reduktionsvermégens gegeniiber ammoniakalischer 
Silberlésung. Die neutralisierte schwefelsaure Lésung zeigte keine deutliche 
Reaktion gegeniiber Ferrichlorid. Ein weiterer Teil des Riickstandes wurde 
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mit verdiinnter Kalilauge aufgenommen. Hier geht in die Kalilauge ei: 
Korper mit enormem Reduktionsvermégen gegen ammoniakalische Silber 
losung tiber. Bereits ein Trépfchen dieser Lésung vermag ammoniakalisch: 
Silberlésung in der Kalte augenblicklich zu reduzieren. Auch Silbernitrat 
allein wird in kurzer Zeit reduziert. In Essigsaiure ist der reduzierend« 
Korper unléslich. Das starke Reduktionsvermégen gegeniiber ammoniakali 
scher Silberlésung und Silbernitrat bereits in der Kalte weist auf einen 
vielleicht der Homogentisinsdure verwandten Kérper hin. 

Wir haben aus diesem Grunde noch einen orientierenden Versuch 
gemacht, indem wir das aus 100 cem Harn gewonnene Eluat, nach Ver 
treiben des iiberschiissigen Ammoniaks im Vakuum, nach Garrod (5) zum 
Sieden erhitzten, mit 1,5 g Bleiacetat in Substanz versetzten und _ heif} 
filtrierten. Nach 24 Stunden Stehen im Eisschrank hatte sich ein geringer 
amorpher Niederschlag abgesetzt, der mit ganz wenig 2n Schwefelséure 
digeriert und nach Filtration vom Bleisulfat im Vakuum eingeengt wurde. 
Die zuriickbleibende sirupése Losung, die keine Neigung zur Kristallisation 
zeigte, reduzierte in der Kalte ammoniakalische Silberl6sung maximal, die 
Millonsche Reaktion gab einen schmutzig orangefarbenen Niederschlag. 
Verarbeitung gr6Berer Harnmengen wird hier sicherlich zum Ziele fiihren, 
wie denn die mitgeteilten Versuche mehr einer allgemeinen Orientierung 
dienen sollten. 


Die Ergebnisse weisen jedenfalls in die Richtung, daB hier ein der 
Homogentisinsaure nahestehender Kérper vorliegt. Gegen Homogen- 
tisinsaure spricht vorlaufig, daB wir in einem unserer Versuche die 
Substanz nicht in Ather, wohl aber in Butylalkohol iiberfiihren konnten. 


IV. Zusammenfassung. 

1. Die die Reduktion des normalen Harns bedingenden Korper 
lassen sich durch Tonerde Cy nach Willstdtter und Kraut bzw. durch 
Kaolin bis zu 60°% des Gesamtreduktionsvermégens adsorbieren. Fiir 
Tonerde Cy liegt das Optimum der Adsorption im schwach alkalischen 
Gebiet (pu 7,73). Fiir Kaolin ergibt sich die giinstigste Adsorption bei 
dem stark sauren px von 1,17. 

2. Der durch Formaldehyd unterdriickbare Anteil der Reduktions- 
kérper wird durch Kaolin bevorzugt adsorbiert und zeigt ein deutliches 
Maximum der Adsorption nahe um den Neutralpunkt mit zwei typischen 
Spitzen, entsprechend dem pu von 6,24 und 7,73. 

3. Die Aufnahme der Farbkurve der Harne mittels des Stufen- 
photometers nach Zeiss ergibt, daB durch die Adsorption an Kaolin 
speziell die Lichtausléschung im Rot betrachtlich vermindert wird. 
Der Anteil dieser Fraktion an der normalen Harnfarbe driickt sich auch 
im Farbwert des Harns nach Heilmeyer aus, der um rund 20% ver- 
mindert erscheint. 

4. Durch Ammoniak und nachfolgende verdiinnte Essigséure werden 
rund 50% der adsorbierten Reduktionskérper eluiert. Die fast voll- 
stindig adsorbierte Fraktion der durch Formaldehyd unterdriickbaren 
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Reduktion laBt sich jedoch nicht mehr eluieren. Die Farbkurve der an 
der Luft stark nachdunkelnden Eluate deutet méglicherweise auf einen 
Zusammenhang des eluierbaren Anteils mit dem Urochrom A von 
Heilmeyer hin. 

5. Die Eluate zeigen neben der Reduktion von Ferrichlorid-Ferri- 
cyanid starkes Reduktionsvermégen gegen ammoniakalische  Silber- 
lésung in der Kalte. Orientierende Versuche zeigten, daB der die Re- 
duktion bedingende K6érper in Alkali leicht léslich ist und neben ammoni- 
akalischer Silberlésung auch Silbernitrat allein in der Kalte reduziert. 
Versuche, tiber ein Bleisalz zu einem kristallisierten Kérper zu gelangen, 
ergaben die Méglichkeit, diesen reduzierenden Kérper analog der 
Homogentisinsaéure mit Bleiacetat abzuscheiden. Méglicherweise handelt 
es sich hier um einen der Homogentisinséiure nahestehenden Kérper. 


Literatur. 
1) Diese Zeitschr. 161, 210, 1925. 2) Ebenda 219, 297, 1930. 
3) L. Heilmeyer, Klinische Spektrophotometrie. Jena, G. Fischer, 1933. 
4) L. Heilmeyer u. W. Otto, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 74, 490, 1930. 
5) Garrod, J. of Physiol. 28, 512, 1898/99. 





C-Vitamin in Sii®wasserfischen und SiiGbwasserkrebsen. 
Von 
Georg v. Ludany. 


(Aus dem Experimentellen Pathologischen Institut der Universitat in 
Budapest und aus der II. Abteilung des Ungarischen Biologischen Forschungs- 
instituts in Tihany a. Balaton.) 

(Hingegangen am 18. Dezember: 1935.) 

Nachdem_ v. Szent-Gyérgyi (1) aus der Nebennierenrinde eine anti 
skorbutisch wirksame Substanz von der Zusammensetzung C,H,O, kristalli 
sieren und diese mit dem C-Vitamin identifizieren konnte (Ascorbinséure), 
beschaftigte sich eine Anzahl von Forschern mit dem Vorkommen derselben. 
Die verschiedensten pflanzlichen und tierischen Gewebe und Organe wurden 
einer quantitativen Priifung unterworfen, nicht nur aus rein ernéhrungs 
physiologischen, sondern auch aus allgemein physiologischen Griinden, 
da aus dem Gehalt gewisser Gewebe an Ascorbinsiure in bestimmten 
Richtungen wichtige Folgerungen gezogen werden kénnen. Das C-Vitamin 
wurde in fast allen tierischen Geweben, hauptsichlich bei Warmbliitern, in 
unterschiedlicher Menge nachgewiesen. Was die Kaltbliiter, die Fische und 
die Wirbellosen anbelangt, besitzen wir schon bedeutend weniger Angaben. 
So konnte Randoin (2) feststellen, daB in den Austern eine gewisse Menge 
C-Vitamin vorhanden ist. Sie beobachtete, da bei Meerschweinchen mit 
C-vitaminarmer Diat die typischen Skorbuterscheinungen gerade noch unter 
driickt werden konnten, wenn die Versuchstiere taglich 15 g frische Austern 
erhielten. Neben dieser alteren Angabe wurde die Frage von #. und 
H. v. Euler (3) ausfiihrlicher behandelt, die in einigen Untersuchungen 
den Ascorbinséuregehalt verschiedener Meeresfische und Avertebraten 
bestimmten. 


Im Besitze dieser Kenntnisse untersuchte ich die Organe von 
SiBwasserfischen und beim Sumpfkrebs. Als Untersuchungsobjekte 
dienten Zander, WeiBfische, Barsche, Karpfen, Welse und Krebse, die 
alle aus dem Balatonsee in den Monaten Januar bis April gefangen 
wurden. Die Tiere wurden meistens gleich verarbeitet, nur manche 
Tiere wurden einige Tage im Aquarium in Seewasser weitergehalten 
und spater untersucht. 


Der reduzierte Ascorbinséuregehalt der verschiedenen Organe wurde 
chemisch durch die bekannte Tillmannssche 2, 6-Dibromphenol-Indopheno!- 
titration bestimmt. Eine gewisse Organmenge wurde mit mit Trichlor- 
essigsiure angesduertem Seesand griindlichst zerrieben und dieser Brei 
mittels 5 %iger Trichloressigsaure 15 bis 20 Minuten extrahiert und filtriert. 
Von der so gewonnenen Fliissigkeit wurde ein aliquoter Teil mit der Farb- 
stofflésung titriert. Die Tillmannssche Lésung wurde immer wieder mit 
kristallisierter Ascorbinséure eingestellt. Wenigstens drei Titrationswerte 
dienten zur Feststellung der Mittelwerte, die in den folgenden Tabellen 
in mg-% angegeben sind. 


Wie aus Tabelle I hervorgeht, besitzen auch die Organe der Sub- 
wasserfische betrachtliche Mengen von Ascorbinsaure. Die Bestimmungs- 
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werte iiberschreiten so- 
gar die bei den Warm- 
bliitern gefundenen; so 
konnten z. B. Plaut und 
Biilow (4) beim Kanin- 
chen im Herzen 4, in 
der Leber 15, in der 
Niere und Linse 4 bzw. 
10 mg-°% C-Vitamin mit 
derselben Methode nach- 
Die an Ascor- 
reichsten Or- 
Gehirn, 


weisen. 
binséure 
gane sind: 
Rogen und Augenlinse. 
Der Muskel hat den 
kleinsten Ascorbinsaure- 
gehalt von allen unter- 
suchten Organen. In- 


teressante Resultate 


zeigen die Untersuchun- 


Nieren; die 
Niere enthalt 
mehr C-Vitamin, als die 
caudale, obwohl auch 
diese ziemlich reich an 
Ascorbinzaureist. Dieser 
Befund kann méglicher- 
weise durch den Um- 
stand erklart werden, 
daB die craniale Niere, 
wie es von verschiedenen 
Seiten angenommen 
wird, auch im Dienste 
der inneren Sekretion 
steht. Im allgemeinen 
sind die Bestimmungs- 
werte niedriger, als bei 
den Meeresfischen, da 
nach den Untersuchun- 
gen von Euler bei 
Meeresfischen die Be- 
stimmungswerte der 
Leber zwischen 14 bis 


gen der 
craniale 


Ascorbinsauregehalt verschiedener Fischorgane in mg-°/o. 
g 


Tabelle I. 
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39 mg-°, und der Niere zwischen 46 bis 84 mg-°,, schwanken. In Gehirn 
und Rogen haben die See- und SiiBwasserfische etwa_ dieselbe 
C-Vitaminmenge. Diese Untersuchungen stimmen auch mit dem Be- 
fund von Luler und Klussmann (5) iiberein, da die erwihnten Autoren 
bei dem allein untersuchten SiiBwasserfisch (Barsch) im Rogen ebenfalls 
dieselbe Ascorbinséuremenge (10 mg-°%) gefunden haben. 


Tabelle Il. Ascorbinsaiuregehalt verschiedener Organe bei Siu - 
wasserkrebsen (Potamobius leptodactylus Eschh.) in mg-%. 





Kier 
Herz | Muskel| Leber ausdem = Gonad Bemerkungen 
Kérper 


Ge- Hamo- 
schlecht | lymphe 


vA 


rou : 0,78 12,47 0,78 Frisches Tier 

oo - - 0.87 11,90 - 0,93 2 e 

0,14 — 1,30 6.52 ‘ - > Rs 
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O15 7,26 | 0,78 5,67 | 
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- 5,94 1,64 15,87 | 10,97 i _ . 
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0,20 1,53 9,43 — 

0,19 5,40 — 8,95; 8,80 
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Wie aus der Tabelle IT ersichtlich, kann das Vitamin C auch in 
den Krebsorganen nachgewiesen werden. Die Leber, der Kérper- und 
Herzmuskel enthalten etwa dieselbe Ascorbinséuremenge wie beiden Siib- 
vasserfischen. Die Eier aus dem K6rper sind ziemlich vitaminreich ; 
dagegen ist die Himolymphe so arm an Ascorbinsaure, daB diese Unter- 
suchungen nur an gréBeren Exemplaren ausgefiihrt werden konnten, 
bei denen genug von dieser K6rperfliissigkeit zur Verfiigung stand. Bei 
den Krebsen sind die Bestimmungswerte allem Anschein nach auch 
niedriger, als bei den Meerestieren, denn Euler (l.c.) fand bei einem 
Meerkrebse, dem Nephrops norvegicus, in der Leber 23 mg-°%, Ascorbin- 
saure. 

Literatur. 

1) v. Szent-Gyérgyi, Biochem. J. 27, 1387, 1928; Deutsch. med. Wochen- 
schrift 60, 556, 1932. — 2) Randoin, C. r. des séances de lacad. des sciences 
177, 498, 1923. 3) B. u. H.v. Euler, Svensk Kemisk Tidskrift 45, 173, 
1933. 4) Plaut u. Bilow, Klin. Wochenschr. 18, 1744, 1934. — 5) Euler 
u. Klussmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 223, 1933. 





Uber die Gerinnung des Blutes, 


Von 
H. Dyekerhoff und H. F. Kiirten. 


Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen und der Deut- 
schen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie, Abt.: Ernahrungs- 


forschung. ) 


(Eingegangen am 19, Dezember 1935.) 


Kaum ein Vorgang im organischen Geschehen wird von den einzelnen 
Forschern so verschieden gedeutet, wie die Gerinnung des Blutes. Ob 
es sich um einen FermentprozeB handelt, ob ein oder mehrere Fermente 
beteiligt sind, welche Rolle das Calcium spielt und schlieBlich welche 
Aktivatoren und Hemmungskoérper die Blutgerinnung beeinflussen, 
sind Fragen, deren eindeutige Klarung noch aussteht!. Die vielen 
unterschiedlichen Ansichten der Bearbeiter erkliéren sich dadurch, dab 
die die Blutgerinnung hervorrufende Umwandlung von Fibrinogen in 
Fibrin chemisch noch vé6llig ungeklart ist. Daher fehlen auch Be- 
stimmungsmethoden, deren Richtigkeit durch die Kenntnis der der 
Katalyse zugrundeliegenden Reaktionsgleichung verbiirgt ist. Dazu 
kommt, daB die Fermentlésungen unbestandig, die Substrate ver- 
anderlich und meist thrombinhaltig sind. So ist man gezwungen, die 
katalytische Kraft eines veranderlichen Fermentsystems an unbe- 
standigen, undefinierten und meist fermenthaltigen Substraten zu 
priifen. 

Aber auch die Rolle des Kalks, sowie die Funktionen der zum 
Fermentsystem des Thrombins gehérigen Einzelkomponenten, die man 
in Analogie zu der beim Pankreastrypsin iiblichen Nomenklatur als 
Prothrombin, Thrombin und Thrombokinase bzeichnet, sind keineswegs 
endgiltig geklart. 

So vertreten Stephan und Wohl? wie auch Waldschmidt- Leitz, 
Stadler und Steigerwaldt® die schon oft bestrittene* Ansicht, das Ferment 
der Blutgerinnung sei identisch mit Pankreastrypsin. Wie wir finden, 
zeigen aber weder nach EF. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck® ad- 
sorptiv gereinigtes noch nach Northrop® kristallisiertes Trypsin ge- 
rinnungsbeschleunigende Wirkung. Andererseits wirkt Thrombin nicht 


! EB. Wohlisch, Ergebn. d. Physiol. 28, 443, 1928; Handb. d. Biochem. 
d. Menschen u. d. Tiere, 2. Aufl., Erg.-Werk, S. 27. Jena, Verlag G. Fischer, 
1934. * Zeitschr. f. exper. Med. 24, 391, 1924. 3 Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 183, 39, 1929: ebenda 16, 1027, 1928. 4 Vol. EB. Wohlésch, |. ¢. 

5 Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 203, 1925. 8 Northrop u. Kunitz, 
J. gen. Physiol. 16, 267, 1932. 
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auf Casein unter den optimalen Bedingungen der Trypsinspaltung. Wi 
halten daher Trypsin und Thrombin fiir verschiedene Fermente. 

Wohl die meisten Forscher vertreten die Ansicht, daB die Blut 
gerinnung von einem ahnlichen Ferment-Aktivator-System katalysiert 
wird, wie es fiir den Abbau vieler hoher, organischer Molekiile angenommen 
wird, namlich, daB aus Proferment sich Ferment, aus Proaktivator sich 
Aktivator bilde, und dann Ferment und Aktivator zum wirksamen 
Katalysator zusammentreten. 

Daf Pankreastrypsin, wenn man es von hemmenden Substanzen 
befreit, auch ohne Enterokinase Proteine zu spalten vermag, und dab 
demnach die Wirkung der Enterokinase auf Wegnahme von Hemmungs- 
kérpern beruht, konnte der eine von uns! nachweisen. Wir wollen nun 
die Frage priifen, ob man auch Thrombin als an sich aktives, in der 
Blutbahn gehemmtes Ferment ansehen kann, dessen Hemmungskoérper 
teils durch Denaturierung, teils durch die Einwirkung von Thrombo- 
kinasen ihrer hemmenden Wirkung beraubt werden. 

Zunachst hat man sich eine Ansicht dariiber zu bilden, welche 
tolle der Kalk bei der Blutgerinnung spielt. Die folgenden vier, auch 
von anderen Forschern mitgeteilten? Experimente, scheinen uns be- 
sonders geeignet, diese Zusammenhange dem Verstandnis naherzu- 
bringen. 

a) Um die Blutgerinnung zu verhindern, muB man dem Frischblut 
weit mehr Oxalat zusetzen, als dem im Blute vorhandenen Calcium 
aquivalent ist. 

b) Durch fertig gebildetes Thrombin kann Oxalatplasma zur 
Gerinnung gebracht werden. Die zur Erzielung der gleichen Gerinnungs- 
zeit benétigte Thrombinmenge nimmt ab mit abnehmender Oxalat- 
konzentration. 


_ ¢) Dem Oxalatplasma lat sich alles Oxalat durch die aquivalente 

Menge Ca oder durch Dialyse*® entziehen, ohne daB Gerinnung eintritt. 

d) Bei Zugabe steigender Calciummengen zu den nach ¢) behandelten 
Plasmen durchlauft die Gerinnungszeit ein Minimum. 


Folgende Erklarung scheint uns den eben erwahnten Versuchen am 
besten gerecht zu werden: Thrombin enthalt geringe Mengen Ca als 
wesentlichen Bestandteil seines Molekiils? (c). Erst ein bedeutender 
OxalatiiberschuB entzieht dem Thrombin dieses gebundene Ca langsam (a). 
Dem Frischblut mu daher so viel Oxalat zugesetzt werden, daB schon 
die dem Oxalat als Salz, abgesehen von seiner Ca-entziehenden Wirkung, 


' Diese Zeitschr. 268, 17, 1934. 2 B. Wéhlisch, |. c., und zwar 
S. 481; H. Scheuring, diese Zeitschr. 277, 437, 1935; 279, 436, 1935. 
3 O. Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 331, 1896. 4 Vgl. Loucks 
u. Scott, Amer. J. of Physiol. 76, 186, 1926; 91, 27, 1929; Rabinovich, Soc. 
Biol. 95, 1180, 1926. 
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eigene Hemmungskraft ausreicht, die Gerinnung zu verhindern (a). 
[st dem Thrombinmolekiil das Calcium einmal entzogen, so kann man, 
da der Ca-freie Thrombinrest wirkungslos ist, dem Plasma alles Oxalat 
entziehen, ohne da Gerinnung eintritt (c). Der Ca-freie Thrombinrest 
verbindet sich sofort mit geringen Ca-Mengen zum wirksamen Throm- 
bin (d). Zugabe weiterer Ca-lonen hemmt den Ablauf der Blutgerinnung 
in ungefahr der gleichen Intensitaét, wie dies fiir Mg-Ionen bekannt ist 
(konz. Optimum des Kalks). 

Zur Vervollstandigung der Kenntnis der Rolle des Calciums bei 
der Blutgerinnung ist es notwendig, seine Hrsetzbarkeit durch andere 
Koérper zu studieren. H. B. Cekada' und Minot? geben an, daB sich in 
einigen Fallen Ca durch organische Losungsmittel, z. B. CHCl,, ersetzen 
laBt. Wir konnten durch C HCl, weder eine Aktivierung von Howell schen 
Prothrombin, noch eine Gerinnung von Oxalatplasma_ hervorrufen. 
Allerdings trat im Plasma durch CHCl, haufig starke EiweiBflockung 
auf. Da Ca-Ionen die Blutgerinnung hemmen, was wir noch durch die 
Darstellung eines mit der der gebraéuchlichen Menge MgSO, aqui- 
valenten Menge CaCl, ungerinnbar gemachten Plasmas erhartet haben, 
wurden zunachst dem Calcium nahestehende und andere oxalatfallende 
Kationen auf ihre Hemmungskraft untersucht. Wir geben in Tabelle I 
die Mengen der einzelnen [onen in '/;,) Millimol an, die die Gerinnung 
von 4ccm optimal mit Ca versetztem Oxalatplasma véllig verhindern. 
Wegen der stark eiweiBfaillenden Wirkung des ebenfalls von uns unter- 
suchten Silbers laBt sich fur dieses Metall, wie aus dem experimentellen 
Teil dieser Arbeit ersichtlich ist, ein genauer Wert der totalen Ge- 
rinnungsverhinderung nicht angeben. Die hemmende Kraft des Silbers 
ist jedoch bedeutend. 


Tabelle I. 





lon Th Nd | Al Zn Mg Li Ba 


Gerinnungsver- 
hinderung durch 


1j49 Millimol. . | 0,03/ 0,015 015/030; 2 4 O04 2 2 (0,65 


Die absoluten Zahlen der Tabelle I sind stark abhaéngig von der 
Gerinnungszeit, die Calcium in optimaler Konzentration in den ein- 
zelnen Plasmen hervorruft. Das Verhaltnis der gerinnungshemmenden 
Kraft der einzelnen Ionen zueinander ist jedoch weitgehend konstant. 
Die Metalle Li, Mg, Sr und Ca untersuchten wir auch auf ihre Hemmungs- 
kraft gegeniiber fertig gebildetem Thrombin. Auch hier zeigte sich 
nahezu das gleiche Verhaltnis der Hemmungswirkung der einzelnen 
Ionen. 


1 Amer. J. of Physiol. 74, 225, 1914. — ? C. R. Minot, ebenda 39, 
131, 1915. 
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Bevor wir uns nun der Frage der Ersetzbarkeit der im Thrombin 
molekiil verankerten Menge Calcium durch andere Metalle zuwandten 
haben wir einen Versuch angestellt, der die groBe Bildungsgeschwindig 
keit des Thrombins aus Ca und Ca-freiem Thrombinrest beweist. 
Dialysiertes Oxalatplasma und Plasma, das mit der dem Oxalatgehalt 
aiquivalenten Menge Calcium versetzt worden war, wurden 15 Sekunden 
nach Zugabe des Calciumoptimums mit der dieser Ca-Menge Aqui 
valenten Oxalatmenge versetzt. Das zugesetzte Oxalat war ohne Einflui 
auf die Gerinnungszeit. Also war das Ca in 15 Sekunden entionisiert, 
d.h. vom Thrombinrest aufgenommen worden. 

Die oben beschriebene, stark hemmende Wirkung der oxalat- 
fallenden Ionen machte es unwahrscheinlich, da der Zusatz einer dem 
Konzentrationsoptinum des Calciums aquivalenten Menge diese: 
Ionen Oxalatplasma zur Gerinnung bringen wiirde. Es trat auch tat- 
sichlich in keinem Falle, mit Ausnahme von Sr, Gerinnung ein. 

Wir haben nun Oxalatplasma mit den notwendigen Mengen Nd, 
Th und Ag vom Oxalat befreit und dann Ca zugesetzt. Die mit Nd und 
Th behandelten Plasmen gaben keine, das mit Silber behandelte Plasma 
eine schwache Gerinnung. Die Oxalate der genannten Metalle scheinen 
Thrombin stark zu adsorbieren, so daB durch Ca keine oder nur mehr 
eine schwache Gerinnung eintritt. Wir haben weiterhin Oxalatplasma 
mit der 4quivalenten Ca-Menge versetzt und zu diesem Substrat, wie 
auch zu dialysiertem Oxalatplasma, alle in Tabelle I angefiihrten 
Kationen zugegeben. Nur Sr brachte, wenn auch langsamer als die 
aquivalente Ca-Menge, die Plasmen zur Gerinnung, wahrend alle anderen 
Metalle véllig wirkungslos waren. 

Die Funktion, die Ca und Sr dem entcalcifizierten Thrombin- 
molekiil (welches wir, da es physiologisch nicht vorkommt, nicht als 
Prothrombin bezeichnen wollen) gegeniiber besitzen, ist keinem der 
anderen untersuchten Metalle eigen. 

Die hemmende Wirkung der Ca- und Sr-Ionen dagegen ist un- 
spezifisch und bedeutend geringer, als die einiger anderer Kationen. 
Thorium, Neodym, Aluminium und Zink besitzen erheblich héhere 
gerinnungsverhindernde Kraft als Oxalation. 

Es erscheint uns nun zweckmaBig die Art, wie man die Gerinnung 
bei den zumeist als Substrat gebrauchten Plasmen verhindert, einer 
niheren Betrachtung zu unterziehen. Auf vier grundsatzlich ver- 
schiedenen Wegen kann man Blut ungerinnbar machen, und zwar: 

1. durch gréBtmégliche Beibehaltung der intravaskularen Be 
dingungen, 

2. durch Salzhemmung des Blutthrombins, 

3. durch Ca-Entziehung und 


. 


4. durch adsorptive Entfernung des Thrombins. 
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Da sowohl die Ca-Entziehung wie die Thrombinadsorption mehr 
Zeit erfordern, als das aus dem Korper austretende Blut zur Gerinnung 
bendtigt, muB die Gerinnung der nach diesen Methoden ungerinnbar 
zi machenden Plasmen zunachst durch ausreichenden Salzzusatz 
verhindert werden. Wegen der leichten Entfernbarkeit und der groBen 
Hemmungswirkung bedient man sich hierzu meist der Oxalate. 

Plasmen, die nach der ersten Art dargestellt wurden, kénnen durch 
den kleinsten AnstoB, oft nur mechanischer Art, zur Gerinnung ge- 
bracht werden. 

Die salzgehemmten Plasmen gerinnen langsam beim Dialysieren. 
Das Verhalten durch Oxalat entkalkter Plasmen wurde oben eingehend 
erértert. Durch Adsorption von Thrombin befreites Plasma zeigt bei 
Dialyse gegen Wasser und physiologische Kochsalzlésung keine Ver- 
anderung. 

Nach Besprechung der Substrate wenden wir uns der Betrachtung 
der EKigenschaften und Darstellung der von uns untersuchten Kompo- 
nenten des an der Blutgerinnung beteiligten Systems zu. Unsere Sera 
gewannen wir durch Zentrifugieren geronnenen und geschlagenen Blutes, 
sowie durch Recalcifizieren von Oxalatplasma. Beim Stehen im Kis- 
kasten nehmen die ersten beiden an Wirksamkeit 4 Tage lang bedeutend 
zu, Wahrend aus Oxalatplasma gewonnenes Serum schon nach einigen 
Stunden im Eiskasten inaktiviert wird. Bei Zimmertemperatur auf- 
bewahrt nehmen alle Sera schnell an Aktivitét ab. Durch Alkalizusatz 
und nachherige Neutralisation lassen sich, abgesehen von den ganz 
iiberalterten, alle Sera, die an Aktivitaét verloren hatten, bedeutend 
aktivieren!. 


Dialyse vermindert die Wirksamkeit, und zwar Dialyse gegen 
physiologische NaCl-Lésung starker als gegen Wasser. Es ist nicht 
wahrscheinlich, daB die Fermentzerstérung bei der Dialyse gegen phy- 
siologische Kochsalzlésung héher ist, als bei der Dialyse gegen Wasser. 
Kher scheint uns das Ausflocken von Eiwei8 bei der wasserigen Dialyse 
ein thrombinenthemmender Vorgang zu sein. 


Prothrombin haben wir nach der Vorschrift von Howell? und 
Mellanby? dargestellt. Das Howellsche Produkt ist einfach, das Mellanby- 
sche Prothrombin sehr schwierig darzustellen. Von letzterem konnten 
wir nie Produkte erhalten, deren Wirksamkeit nur annéhernd mit den 
Angaben Mellanbys ibereinstimmt. 

Als Thrombokinase verwendeten wir ein nach A. Fischer und 
E. Hecht* dargestelltes Lipoid aus Schweinehirn, ebenso nach A. Fischer® 


' Vel. EB. Wohlisch, |. c., und zwar Metathrombin. -—- ? W. H. Howell, 
Amer. J. of Physiol. 35, 474, 1914. 3 J. Mellanby, Proc. Roy. Soc. 
London 107. 4 Diese Zeitschr. 269, 115, 1934. 5 Ebenda 264, 169, 1933. 


R * 
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dargestellten Hithnermuskelextrakt und in gleicher Weise dargestell| 
Rinder- und Pferdemuskelextrakte. AuBerdem reinigten und trocknete: 
wir Hiihnermuskelextrakt in der von A. Fischer (|. c.) beschriebene; 
Art. 

Als Thrombin verwandten wir Serum, nach A. Schmidt, nach 
W. H. Howell’ und ein nach der im experimentellen Teil angegebene: 
Methode dargestelltes Praparat. 

Wir haben nun alle beschriebenen Komponenten des Blut 
gerinnungsprozesses einzeln und nach vorheriger Vermischung unter den 
fiir die Aktivierung optimalen Bedingungen auf alle oben erwahnten 
Plasmen einwirken lassen. 

Da die unterschiedlich dargestellten Sera, Thrombine und Thrombo- 
kinasen qualitativ véllig gleiche Wirkung zeigten, fiihren wir in Tabelle I] 
nur die Wirkung der Komponenten an. 


Tabelle II. 





Finwirkung auf Plasma 


Mit 
Gerinnungskomponente Oxalat | Oxalat mit | Cas (P04). 
Huhn MgSO, ~ Oxalat dialy- Cag (PO). | adsorbiert 
siert adsorbiert und re- 
ealcifiziert 


aa A ee es 
Prothrombin Howell 
Prothrombin Howell 
Ya), Nae ene hee 
Prothrombin Mellanby 
Prothrombin Mellanby 
Yl, ee ee ae 
Thrombokiuase ‘ 
Thrombokinase + Ca . 
Thrombokinase + Pro- 
thrombin How side a 
Serum ° 
Serum + Ca. 
Serum + Throm- 
bokinase 
Serum + Ca + Throm- 
bokinase .. . oT ke B. « B. cB. k. B. 
Thrombin . . |} + + 
Thrombin + Thrombo- 
RE ee ee eg k. B. k. B. k. B. k. B. k. B. k. B. 


bedeutet Gerinnung, — keine Gerinnung, 0 nicht untersucht, 
k. B. keine Beschleunigung oder B. Beschleunigung bezieht sich auf den 
Vergleich der G.-Z. zweier aufeinanderfolgender Zeilen. Beim Auftreten 
einer Verminderung der G.-Z., die vom Ca-Gehalt der Mischungen auch 
allein erreicht wird, ist k. B. angegeben. 


' Amer. J. of Physiol. 26, 453, 1910. 
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Tabelle II zeigt, daB Calcium alle noch thrombinhaltigen Plasmen 
zur Gerinnung bringt. Bei dem sehr schwachen Effekt gegen Hiihner- 
plasma scheint es sich um eine Wegnahme von Hemmungskérpern zu 
handeln. Die ebenfalls sehr schwache Einwirkung auf MgS O,-Plasma 
scheint durch eine Verminderung der Sulfationen bedingt zu sein, 
besonders da auch hier ein flaches Konzentrationsoptimum des Calciums 
gefunden wurde. Die Wirkung des Kalks auf dialysiertes und nicht 
dialysiertes Oxalatplasma wurde schon friiher besprochen. Wir weisen 
darauf hin, daB bei Thrombin- oder Serumzusatz zum Oxalatplasma eine 
Ca-Menge, die an sich auf Oxalatplasma ohne Einwirkung ist, eine 
Verminderung der Gerinnungszeit hervorruft. Da diese Verkiirzung der 
Gerinnungszeit jedoch gleich ist, sowohl wenn man das Ca vorher 
'/, Stunde auf Thrombin oder Serum einwirken la8t, als auch wenn man 
das Calcium direkt dem Oxalatplasma zusetzt, findet keine Aktivierung 
des Serums oder Thrombins durch Kalk statt. Der Aktivierungseffekt 
wird vorgetauscht durch die dem zugesetzten Ca aquivalente Ver- 
minderung der Oxalationenkonzentration im Plasma. Unter Beriick- 
sichtigung dieser Tatsache findet man, mit Ausnahme des Prothrombins 
Howell, keinen EinfluB des Calciums auf die erste Phase der Blut- 
gerinnung. Das an sich unwirksame, durch Ca aktivierbare Prothrombin 
Howell halten wir, semer Darstellung aus Oxalatplasma entsprechend, 
fiir den stark verunreinigten, oben erwaéhnten Ca-freien Thrombinrest. 
Da dieser aus spater erwahnten Griinden unter physiologischen Be- 
dingungen nicht vorkommt, bezeichnen wir die Substanz nicht als 
Prothrombin. Daf das Mellanbysche Prothrombin bei der groBen 
Bildungsgeschwindigkeit des Thrombins aus Ca-freiem Rest und Ca 
seinen geringen Bedarf an Ca bei der von Mellanby angewandten 
haufigen Auflésung in Calciumbicarbonatlésung gedeckt hat, beweist 
die Gleichheit seiner Wirksamkeit mit und ohne Ca. 

Thrombokinase wirkt nur auf Vogelplasma, auf dieses allerdings 
bedeutend starker als alle anderen untersuchten Blutgerinnungs- 
faktoren. Da das Vogelplasma, wie ja sein Fliissigbleiben ohne Zusatze 
beweist, sehr reich an Hemmungskérpern ist, auf die die Thrombo- 
kinase einwirkt, die aber von zugesetztem Thrombin erst iiberwunden 
werden miissen, ist die starke Wiikung der Thrombokinase auf dieses 
Substrat ohne weiteres verstaéndlich. Neben dieser Funktion scheint 
Thrombokinase aktivierend nur auf Serum zu wirken, indem sie, wie 
beim Vogelplasma, natiirliche Hemmungskérper ausschaltet. Die 
kiinstliche Salzhemmung vermag Thrombokinase nicht zu iiberwinden. 
In mehreren Fallen haben wir beobachtet, daB bei gealterten Oxalat- 
plasmen die mit dem Konzentrationsoptimum des Calciums erreichbare 
Gerinnungszeit, die sich gegeniiber dem Frischwert stark verlangert 
hatte, durch Thrombokinasezusatz verkiirzt wurde. Auch hier scheinen 
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sich Hemmungskérper gebildet zu haben, die die Thrombokinase aus 
schaltet. Auch die gerinnungsbeschleunigende Kraft der Ca-gesattigter 
Howellschen Prothrombinpraparate kann Thrombokinase nicht erhéhen 


Samtliche angefiihrten Sera und Thrombinpraparate bringen alle 
Plasmen zur Gerinnung. 

Die Ergebnisse der Tabelle II fiihren zu folgenden Schliissen 
Die Thrombinwirkung laBt sich eindeutig an Plasmen erkennen, dic 
adsorptiv von Thrombin befreit wurden. Zur Messung der aktivierenden, 
Kraft der Thrombokinase ist Vogelplasma am geeignetsten. Akti. 
vierungsversuche mit Kalk an einzelnen an der Blutgerinnung beteiligten 
Komponenten kénnen nicht an Oxalatplasma durchgefiihrt werden 
Unsere Ansicht, daB8 Thrombokinase mit Hemmungskérpern, nicht mit 
Thrombin selber reagiert, méchten wir im folgenden noch weiter be- 
griinden: 

Betrachtet man die Thrombokinase als Lipoid, so ist es, selbst 
wenn man an einen LipoideiweiBkomplex denkt, schwer vorstellbar, 
daB das durch wochenlange Einwirkung von Alkohol auf Serum dar- 
gestellte A. Schmidt-Thrombin noch thrombokinasehaltig ist.  Zu- 
mindest miiBte sich, bei nur teilweiser Wegnahme der Thrombokinase. 
Schmidt-Thrombin durch zugesetzte Kinase aktivieren lassen. Da dies 
in keinem Fall beobachtet wurde, glauben wir, daB A. Schmidtsches 
Thrombin thrombokinasefrei und an sich aktiv ist. 

Es ist bekannt, da verschiedene Hiihnerplasmen, selbst wenn sie 
die gleichen kiirzesten Gerinnungszeiten ergeben, hierzu oft verschiedene 
Mengen Thrombokinase benétigen. Da die erreichbare kiirzeste Ge- 
rinnungszeit als MaB fiir die im Plasma vorhandene Thrombinmenge 
anzusehen ist, bedarf die gleiche Thrombinmenge zu ihrer Vollaktivierung 
verschiedener Thrombokinasemengen. Demgegeniiber verbraucht ge- 
altertes Hiihnerplasma zur Erzielung der nunmehr langeren optimalen 
Gerinnungszeit gleich viel, haufig sogar mehr Thrombokinase, als im 
Frischzustand. Beide Befunde zeigen, daB Parallelitét zwischen Throm- 
bin und Thrombokinase nicht besteht. Dariiber hinaus hat sich gezeigt. 
daB die kiirzesten, am gleichen Hithnerplasma gemessenen Gerinnungs- 
zeiten bei Verwendung verschiedener Kinasen ganz verschieden sind. 
So erzielt man an Hiihnerplasma mit noch soviel Rindermuskelextrakt 
nie so groBe Gerinnungsgeschwindigkeit wie mit Pferdemuskelextrakt, 
mit noch soviel Pferdemuskelextrakt nie so schnelle Gerinnung wie mit 
Hiihnermuskelextrakt. Es scheint demnach, daB der arteigene Gewebe- 
saft mehr Gruppen hemmender Stoffe zu paralysieren vermag, als der 
artfremde. Will man diese Versuchsergebnisse als Reaktion zwischen 
Thrombin und Thrombokinase auffassen, so miissen verschiedene 
Thrombokinasen mit dem gleichen Thrombin zu verschieden wirksamen 
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Thrombin-Thrombokinasekomplexen zusammentreten. Wir halten diese 
Deutung fiir unwahrscheinlich. 

Das von Howell entdeckte Heparin hemmt sowohl bei Thrombin-, 
wie, im Fall des Oxalatplasmas, bei Ca-Zusatz, die Gerinnung samtlicher 
Substrate. Die Annahme Howells', daB Heparin die Bildung eines 
Antithrombins aus Pro-Antithrombin bewirke, halten wir fiir unwahr- 
scheinlich. Wir betrachten Heparin als echtes Antithrombin, welches 
ja, wie Tabelle I zeigt, beziiglich seiner Hemmungswirkung durchaus 
ebenbirtige Substanzen anorganischer Art besitzt. 


Experimenteller Teil. 

20 mg Standardthrombin lieBen wir unter den von Willstdlter 
und Mitarbeitern? angegebenen Bedingungen a) nach Aktivierung mit 
1 Enterokinaseeinheit (1 k. e.)3, b) nach Einwirkung von 2 mg Thrombo- 
kinase (siehe spater) und c) ohne Zusatz auf Casein einwirken. In keiner 
Probe wurde ein Zuwachs von Carboxylgruppen gefunden. Der Zusatz 
von krist. Trypsin, entsprechend 2 mg Protein N = 47.U.Hb nach 
Northrop’, sowie von lccm gereinigter Trypsinlésung, enthaltend 
5'T.e. (Willstdtter und Mitarbeiter 1.c.) die mit Enterokinase voll 
aktiviert waren, bewirkten keine Gerinnung bei Zusatz zu 4 ccm Oxalat- 
plasma. 

Dem im Blut vorhandenen Calcium ist eine Oxalatkonzentration 
von etwa 0,3°/,, Ammonoxalat aquivalent. Bei dieser Konzentration 
wie bei Verwendung eines doppelten Uberschusses tritt nach wenigen 
Minuten Gerinnung ein. Bei Anwendung der drei- und vierfachen 
Oxalatmenge scheidet das erhaltene Plasma staéndig starke Fibrinflocken 
aus. Erst bei Verwendung von 2°/4, N H,-Oxalat erhalt man bestandige 
Plasmen. Alle im folgenden beschriebenen Versuche sind mit 2°/o9 
Ammonoxalat enthaltendem Plasma durchgefiihrt. Angewendet wurden 
jeweils 4cem unverdiinntes Plasma. Die Untersuchungen geschahen 
alle bei 37°. 


Einwirkung von Thrombin auf Oxalatplasma. 

Das Oxalatplasma, mit dem die Bestimmungen der Tabelle I 
durchgefiihrt wurden, war 1 Tag gealtert und zeigte bei Ca-Zusatz eine 
optimale Gerinnungszeit von 4'/, Minuten. TabelleI zeigt, daB zu- 
gesetztes Ferment die Gerinnungszeit weit unter die mit Ca erreichbare 
erniedrigt. Wahrend Ca nur das im Plasma vorhandene Thrombin 


1 W. H. Howell u. Holt, Amer. J. of Physiol. 47, 328, 1918/19. — 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 191, 1926. 3 EB. Waldschmidt-Leitz, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 132, 81, 1924. 4 J.N. Northrop u. Kunitz, 
J. gen. Physiol. 16, 267, 1932. 
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Tabelle I. 





i. Gerinnungszeit ree Gerinnungszeit 
gewandte | a a er RD race aa a 

mg St. Zusatz von | Zusatz von} mg St. Zusatz von Zusatz von 
Thrombin 2mg Ca 3mg Ca Thrombin 2mg Ca 38mg Ca 


16 IP ; ' 10’ 

14 /. - —— 6 2 14 

12 I ~ - g 2 18 

10 , 24 
8 8) , : om 
6 ~ 6 - 45 28 
4 24g 9 3/,' 6h 4h 
3 I. 11/4 0,2 00 oo 
2 21, 





wirksam werden laBt, verkinzt Thrombin bis weit unter diesen durch 
das Plasmathrombin gegebenen Wert. Die Gerinnungszeit von !/, Minute 
méchten wir als Sofortgerinnung bezeichnen, weil das Festwerden von 
4 ccm Plasma diese Zeit benétigt. Bei Zusatz von Ca wird die Oxaiat- 
konzentration verringert, und deshalb sind die zur Erreichung der 
gleichen Gerinnungszeit nétigen Thrombinmengen um so kleiner, je mehr 
Ca man zusetzt. 


Ca-Einuirkung auf dialysiertes und nichtdialysiertes Oxalatplasma. 


Zu diesen Bestimmungen wurde ein Oxalatplasma verwendet, 
dessen Oxalatgehalt zu 5,4mg Oxalation in der Bestimmungsprobe 
von 4 ccm ermittelt wurde. Das Ca-Aquivalent betragt demnach 2,46mg 
Ca-Ionen. Die Zahlen der TabelleI stellen Lurchschnittswerte aus 
1 Tag gealterten Plasmen dar. Bei Alterung des Plasmas geht der be- 
nétigte Ca-Bedarf hinauf, gleichzeitig wird die kleinste Gerinnungszeit 
héher. In keinem Falle erhielten wir bei aquivalentem Ca-Zusatz 
Gerinnung. Tabelle II zeigt, daB ein groBer UherschuB von Ca die 
Gerinnung verzégert. 

Tabelle II. 





Ca-Zusatz in mg Ca” | 2,08/2,31 2,47 2,60 2,8813,12 3,38 3,64 3,90 5,20 6,50 7,80 10,40 
Gerinnungszeit a 
in Min. . . . . || CO | Cc | Co | 45 | 22/,) 23/,/21/,/21/, 3 4 | 6 | 24) co 


40 ccm des in Tabelle II verwendeten Plasmas wurden 48 Stunden 
gegen 0,9%ige NaCl-Lésung dialysiert. Die Volumenvermehrung betrug 
36 ccm. Gerinnung oder EiweiSflockung trat nicht ein. Zur Bestimmungs- 
probe wurden demnach 7,6 ccm verwandt. Das Plasma gab mit Ca keine 


Triibung mehr. 
Tabelle ITI. 





Ca Zusatz in mg Ca” || 0,046 | 0,112 | 0,178 | 0,34 | 0,67! 1,00| 2.00! 3.3 | 66 | 9,9 
Gerinnungszeit . . oc 0° oe joo Ee eT ae Pe | ee 
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Tabelle III zeigt, daB auch bei dialysiertem Plasma nahezu der 
sleiche Uberschu8 Ca” die Gerinnung hemmt, wie beim Oxalatplasma. 
\uch hier durchliuft die Gerinnungszeit ein Minimum. 

Gibt man zu dem in Tabelle I verwendeten Oxalatplasma 2,86 mg 
Ca und zu dieser Mischung sofort nach kurzem Umschiitteln 0,88 mg 
Oxalation (das ist der dem iiberschiissigen Ca aquivalente Betrag), 
so gerinnt die Mischung in 3 Minuten. Dieser Versuch beweist, dal 
sich der Thrombinrest sofort mit Ca” verbindet, so daB das Oxalat mit 
dem Ca-Uberschu8 nicht mehr reagieren kann. Bei Zusatz von 0,34 mg 
Ca” und sofortiger Zugabe von 0,77 mg Oxalation zu dem in Tabelle II 
verwendeten dialysierten Plasma, finden wir eine Gerinnungszeit von 
3 Minuten. Auch hier hat sich der Thrombinrest sofort mit Ca beladen. 

Die Menge optimal bendétigten Calciums und die damit erreichbare 
kleinste Gerinnungszeit ist beim Oxalatplasma bis zur vierfachen Ver- 
dimnung unabhangig von der Plasmakonzentration. Von dieser Ver- 
diinnung an beginnen die Ergebnisse ungenau zu werden. 


Ca-Zusatz zu MgSO,-Plasma. 


In der iiblichen Weise hergestelltes MgSO,-Plasma wurde 1: 10 ver- 
diinnt. Zur Bestimmung wurden in allen Versuchen dieser Arbeit je 2 cem 
des verdiinnten Plasmas verwendet. 


Tabelle IV. 





Ca Zusatz in| 
mg Ca” . . || 2 |1,2.0,4:0,04'0,036 0,032'0,028 0,024 0,020)0,016 0,012 0,008 0,004 
Gerinnungszeit 
in Std. . . {00/00/14} Ny} Yo | Hig | Ye | Yo | %y | 1 | 4 | 12 | © 
Tabelle 1V zeigt, daB auch bei Verwendung von MgS0O,-Plasma 
die mit Ca erreichbare Gerinnungszeit ein deutliches Konzentrations- 
optimum durchlauft. Mit Thrombinprapaiaten lassen sich beim gleichen 
Plasma Gerinnungszeiten von unter !/, Minute erzielen. 
Zusatz von Ca zu Oxalatplasma, welches mit Ca, (PO,), durch- 
geschiittelt wurde!, zeigte keine Gerinnung bei Zusatz der verschiedensten 
Ca-Mengen. 


Zugabe von Ca zu Hiihnerplasma gibt von Fall zu Fall verschiedene 
Gerinnungszeiten, die jedoch stets weit héher sind, als die mit Thrombo- 
kinase erreichbaien. 


Hemmung der Gerinnung des recalcifizierten Oxalatplasmas. 


Die Werte der Tabelle V stellen Durchschnittswerte dar. Sie wurden 
mit Plasmen erhalten, die 2 bis 3 Tage gealtert waren. Wir haben 


1 BE. Wéhlisch, |. ¢. 
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beobachtet, daB die Hemmungswirkung stark abhangt von der kiirzeste: 
Gerinnungszeit, die mit dem Plasma erhaltlich ist. Da diese ein MaB fii 
die vorhandene Thrombinmenge darstellt, ist es verstandlich, daB dic 
benétigte Menge Hemmungskérper von dieser GréBe abhangt. 


Tabelle V. 





Angewandt C4 iy ae gn) Me ie 2 54 bas ie xe Be- 
"iyo Millimol ‘ ‘ , . we . ’ 3 merkung 


0,01 
0015 
0,03 
0.05 
O10 . 
0,15 
0,30 
0,40 








0,60 — - 5’ 5’ - 5’ 5 Oxalat = 
: ACARI UREA 


0,70 
1,5 
2 

3 + - — 27’ 
4 + —i-—-!— co J — 


























- Wegen zu starker EiweiBflockung keine Beobachtungsméglichkeit. 


Die Werte der Tabelle V sind gewonnen mit Oxalatplasma, dem in 
jedem Falle zunichst das Konzentrationsoptimum von Calcium zugesetzt 
wurde. Die Gerinnungszeit betrug 5 Minuten. Dann wurde das Konzen- 
trationsoptimum CaCl,, vermischt mit den entsprechenden Mengen der 
oben’ beschriebenen Stoffe, als Chlorid (bei Ag wurde Ca-Acetat und 
Ag-Acetat verwendet) zugegeben. 


Darstellung von CaCl,-Plasma. 

Durch Zusatz von 280 g MgSO,.7H,O zu 1 Liter Blut laBt sich 
die Gerinnung verhindern. 280g CaCl,.7H,O verhindern ebenso die 
Gerinnung. Durch Oxalatzusatz 14Bt sich CaCl,-Plasma nicht zur 
Gerinnung bringen, weil die groBen Mengen gebildeten Ca-Oxalats 
zuviel Thrombin adsorbieren. 


Einwirkung von einigen Metallen auf Oxalatplasma. 

Wir haben ein Plasma, das mit 0,1 Millimol Ca” die optimale 
Gerinnungszeit von 5 Minuten zeigte mit 0,05, 0,1 und 0,2 Millimol aller 
in Tabelle V beschriebenen Metalle versetzt. 0,1 und 0,2 Millimol 
Strontium ergaben eine Gerinnungszeit von 10 Minuten. Alle anderen 
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Metalle konnten keine Gerinnung hervorbringen. Versetzt man das 
oben genannte Oxalatplasma mit der dem Oxalatgehalt aquivalenten 
Menge Nd oder Thorium, so erhalt man auch nach Zusatz von 0,01, 
0,05 und 1 Millimol Ca keine Gerinnung. Bei Verwendung von Ag statt 
Neodym oder Thorium gerinnt das calcifizierte Plasma in 25 bis30 Minuten. 

Versetzt man Oxalatplasma mit der aquivalenten Menge Ca, so 
tritt keine Gerinnung ein (Tabelle Il). Gibt man dariiber hinaus 0,01, 
0,05 und 0,1 Millimol aller oben beschriebener Metalle zu, so tritt mit 
Ausnahme von Sr, welches eine Gerinnungszeit von 6 Minuten in allen 
Konzentrationen hervorruft, keine Gerinnung ein. 

Die gleichen Mengen der genannten Jonen haben wir zu dem in 
Tabelle III beschriebenen dialysierten Plasma zugefiigt. Auch hier 
fanden wir nur mit Strontium Gerinnung, und zwar in 9 Minuten. 


Vergleich zwischen Calcium- und Strontiumwirkung auf 
Oxalatplasma. 
Die in Tabelle VI angegebenen Werte sind mit 0,09 mol. Lésungen 
von Ca und Strontium ermittelt. Die Mischung der Lésungen der beiden 
Chloride geschah vor der Zugabe zum Oxalatplasma. 


Tabelle VI. 





Ca*° sr Gerinnungszeit a Sr” Gerinnungszeit 


eem Min. ecm Min 


0,7 oc 0,6 7 
0.8 - 5 0,7 
0,7 ; 0,8 
0.6 ¥ : - 0.9 
0.5 Rs ; 1.0 
0.4 7 } ~- 1,1 
0,3 a ar 2,3 





Tabelle VI zeigt, daB die mit Calcium erreichbare kiirzeste Ge- 
rinnungszeit etwa halb so groB ist, als die mit Strontium erreichbare. 
Man ersieht ebenfalls, daB das Strontium das Calcium nur qualitativ, 
nicht aber quantitativ ersetzen kann. Der letzte Versuch der Tabelle VI 
bestatigt die in Tabelle V schon angegebene hemmende Wirkung der 
Strontiumionen und zeigt, daB auch bei Strontiumzugabe die Gerinnungs- 
zeit ein Konzentrationsminimum erreicht. 


Hemmung fertig gebildeten Thrombins durch Sr, Ca und Mg. 


Als Thrombin verwendeten wir ein Praparat der Wirksamkeit 1 
(siehe weiter unten). Als Substrat wurde MgS0O,-Plasma, welches 
analog dem in der Tabelle IV verwendeten dargestellt war, im gleichen 
Versuchsansatz verwendet. Zu diesen Versuchen ist Oxalatplasma nicht 
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anwendbar, weil die zur Erreichung der gleichen Gerinnungszeit be 
notigte Fermentmenge von der Oxalatkonzentration abhangt. Zusatz 
samtlicher oxalatfallender Mittel setzt naturgemaB die Oxalatkonzen 
tration herab, so daB ein scheinbarer Aktivierungseffekt hervorgerufen 
wird (siehe Tabelle I). Gegen Mg S O,- Plasma haben wir nur die Hemmung 
der oben beschriebenen Metalle untersucht, weil alle anderen in Tabelle \ 
untersuchten Ionen bei der grofBen Verdiinnung des MgS O,-Plasmas 
entweder durch die Aziditat ihrer Chloride oder durch die Zugabe der 
Jonen an sich EiweiBfallung hervorrufen, die den Ablauf der Gerinnung 
beeinfluBt. 
Tabelle VII. Gerinnungszeit. 





1/49 Millimol Li’ Mg” Sr” Ca” 1/9 Millimol Li 


0,05 — 2’ 2’ — 
0,10 a 21/,’| 21)/,' : | 111/,’ 
0,5 = 61/,'| 7 | 63] 3, 19’ 
1,0 41/,'| 17’ 14’ |1 j 2h 
1,5 61/,/|85' | 29° (8 





Tabelle VII zeigt, daB auch gegeniiber fertig gebildetem Thrombin 
Mg, Sr und Ca deutlich hemmende Wirkung zeigen, die ungefahr gleich 
ist. Lithium hemmt ebenfalls, aber deutlich schwacher. 


Einwirkung von CHCl, auf dialysiertes Oxalatplasma. 


Wir haben durch Oxalatplasma, welches gegen physiol. Kochsalzlésung 
dialysiert war, mehrere Stunden CHCl, durchtropfen lassen. Es tritt eine 
EiweiBfallung ein, die der Fallung, wie sie bei der Dialyse gegen Wasser 
auftritt, auBerordentlich ahnelt. Wir méchten jedoch diese Erscheinung 
nicht als Gerinnung bezeichnen, zumal auch alternde Mg-Sulfatplasmen 
haufig und Oxalatplasmen stets EiweiB verlieren. 


Darstellung von Vogel- und Ca,(PO,),-Plasma. 

Das von uns verwendete Hiihnerplasma wurde in iiblicher Weise der 
Carotis steril entnommen, in paraffinierten GefaiBen zentrifugiert und 
aufbewahrt. Zu allen Bestimmungen wurden stets 0,2cem angewandt; 
Zur Darstellung des Ca,(PO,).-Plasmas wurden 20 cem Oxalatplasma mit 
je 1,5 g Ca,(PO,), zweimal adsorbiert. Zur Entfernung des Oxalats wurde 
48 Stunden gegen physiol. Kochsalzlésung dialysiert bzw. mit einem Uber- 
schu8 Ca versetzt und vom Ca-Oxalat abzentrifugiert. Angewandt wurden 
jeweils die Mengen, die 4 ccm Oxalatplasma entsprechen. 


Verhalten der Sera bei Dialyse. 


Ein Serum, welches frisch mit 1 ccm eine Gerinnungszeit von 
8 Minuten gegeniiber Oxalatplasma und 5 Minuten gegen recalcifiziertes Ca, 
(P.O,).-Plasma ergab, wurde a) gegen physiol. Na Cl-Lésung, wobeisich das 
Volumen um 12%, b) gegen Wasser, wobei sich das Volumen um 75%, 
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vermehrte, 24 Stunden dialysiert. Aliquote Mengen a) ergaben gegen 
Oxalatplasma 30 Minuten Gerinnungszeit, gegen Cag, (PO,))-Plasma 
20 Minuten. b) ergab 18 Minuten gegen Oxalat- und 11 Minuten gegen 
Calciumphosphatplasma. Wahrend die Dialyse gegen Wasser mit einer 
EiweiBflockung verbunden ist, bleibt das gegen physiol. Kochsalzlésung 
dialysierte Serum klar. Da eine erhéhte Enzymzerstérung bei Ver- 
wendung von physiol. NaCl-Lésung unwahrscheinlich ist, erklaren wir 
uns den Mehrgehalt des gegen Wasser dialysierten Serums als Ent- 
fernung von Hemmungskérpern mit dem ausfallenden EKiweif. 


Verhalten der Sera. 

Die im folgenden beschriebenen Versuche wurden mit drei ver- 
schiedenen Sera, und zwar dargestellt a) aus geronnenem Blute, b) aus 
geschlagenem und c) aus recalcifiziertem, bei der Gerinnung geschlagenem 
Oxalatplasma. 


Tabelle VIII. Alterung der Sera im Eisschrank. 


Angewandt je 1 ccm Serum. 





Gerinnungszeit nach Tagen 


0 


Ox | Ca x ‘a |} : by c y Ox Ca 


Seruma 12. 8 5 || 6 5 | 3, || 5, | 34, | 5 31), 
» bi 1419 | 5 || : 41/, | 31, | 41, | 3¥/, 
ie 3 1 28 é 9 Ih 15 4h th 


Ox = Oxalatplasma; Ca = mit Ca,(PO,), adsorbiertes recalcifiziertes 
Plasma. 
Tabelle IX. Alterung der Sera bei Zimmertemperatur. 


(Bezeichnungen bedeuten das gleiche wie in Tabelle VIII.) 





Gerinnungszeit nach Tagen 
3 


Ox Ca Ox Ca 


Serum a. ; 20 12 |} 2h th 
ee ve 24 11 | 24h 3/ah 
a Co lh il | 2h lh 


Sofortwerte der Sera siehe Tabelle VIII, 0 Tage. 


Die Werte der Tabellen VIII und IX zeigen, daB bei kiihler Auf- 
bewahrung (etwa + 3°) die Sera recht bestandig sind, wahrend die 
Wirkung bei Zimmertemperatur schnell abnimmt. Nach noch langeren 
Versuchszeiten verschlechtert sich das Plasma, so daB die Werte nicht 
mehr vergleichbar sind. 
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Darstellung der Thrombokinase. 


Muskelfleisch vom Rind, Pferd und Huhn wurden durch den Fleischwo!: 
getrieben und kalt 3 Stunden mit dem Dreifachen des Feuchtgewichte- 
an physiol. Kochsalzlésung extrahiert. Dann wurde zentrifugiert und in 
einigen Fallen die Extrakte verwendet. Die weitere Reinigung sowie di: 
Darstellung der Trockenpriparate geschah genau nach den von A. Fische: 
(l. ec.) gemachten Angaben durch haufiges Umfallen mit Saéure. Auch di 
Darstellung des Gehirnlipoids geschah nach den Angaben von A. Fischer 


Darstellung der verwendeten Thrombinpriparate. 
g 


In bekannter Weise wurden die Praparate nach Alexander Schmidt und 
nach Howell dargestellt. 

Bei der Darstellung unserer Priparate haben wir zunichst das Verhalten 
des Fibrins bei der Extraktion studiert. Es wurden jedesmal 250 g durch 
die Fleischmaschine getriebenes Rinderfibrin feucht gewogen, mit 1 Lite: 
Lésungsmittel extrahiert. Die Werte bedeuten, wieviel besser 1 cem des 
Extraktes auf MgSO,-Plasma wirkt als 1 mg unseres Standardpriparates. 
Tabelle X zeigt, daB erst mit einer Zersetzung des Fibrins, sei es durch hohe 
Salzkonzentration, sei es durch Faulnis, Thrombin in Lésung geht. Nicht 
alle Fibrine verhalten sich gleich, doch in der weit iiberwiegenden Zahl der 
untersuchten Fille fanden wir das in Tabelle X wiedergegebene Bild. 


Tabelle X. 





Extraktions- Wasser 5 109/, NaCl 


zeit —__—_— 


Eis Z. T 


POD ODOSS 
Se toe 


oror 


a 
—— 


2s 1 5 
30 1,4 3 
35 4 1 
40 5 0 


>) ork EN Be ok Bordo Be 


ooocorwrnc 


0 
0 


"BR orks Be one on | 


oro 
—_) 
o 


250 g Fibrin wurden zur Darstellung des Thrombins 10 Tage bei Zimmer- 
temperatur mit 1 Liter 5°%iger Kochsalzlésung extrahiert. Dann wird die 
faulende Mischung durch Zentrifugieren vom Ungelésten befreit. Man versetzt 
mit soviel Aceton, daB NaCl-Ausscheidung gerade nicht erfolgt. Der Nieder- 
schlag wird in etwa dem 20fachen seines Volumens Wasser aufgenommen, 
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und nochmals mit dem gleichen Volumen Aceton gefallt. Diese Operation 
wird noch zweimal wiederholt. Zum SchluB wascht man noch zweimal mit 
Aceton und mit Ather und trocknet an der Luft. Man erhalt so etwa 2,5 ¢ 
eines Praiparates, von dem '/, mg MgSO,-Plasma in 3 Minuten zur Ge- 
rinnung bringt. Priaparate dieser Darstellungsart bezeichnen wir als Stan- 
dardpraparate und beziehen die Gerinnungszeit anderer Thrombine immer 
auf einen gleichzeitig mitlaufenden Versuch des gleichen Plasmas und 
Standardpraparates. 

Es ist leicht méglich, Praparate der drei- bis fiinffachen Wirksam- 
keit unserer Standardpraparate, allerdings in viel geringerer Ausbeute, 
zu erhalten, wenn man die Extraktion friiher abbricht und mit weniger 
Aceton fallt. Wir vergleichen nun unsere Praéparate mit Schmidt- und 
Howell-Thrombin. Als Thrombin X bezeichnen wir das bestwirkende 
aller Praparate, die wir gewonnen haben (Praparate, die 80 bis 90 % der 
Fermentstérke von Thrombin X enthielten, konnten wir haufig ge- 
winnen). Alice Roberts! gibt fiir ihre Thrombinpraparate an, daB 
zwei Tropfen 0,7 °iger Lésung ihres Praparates drei Tropfen Oxalat- 
plasma in 1/, Minute zur Gerinnung bringen, sie wiirde demnach fiir 
4ccm Oxalatplasma 18,9 mg brauchen. Zur Erreichung der gleichen 
Gerinnungszeit geniigen 10mg unseres Standardpraparates. Mithin 
ist Thrombin X ungefahr zehnmal wirksamer als das von A. Roberts 
beschriebene Praparat. 


Tabelle XI. Tabelle XII. Menge und Umsatz des 

Standardthrombins bei Verwendung 
ee von MgSO,-Plasma. 

Praparat tigkeit 








Angewandt 
: mg Standard- 01 
ptanderd ....s. 1 thrombin 


Thrombin X . ... » 5.6 
” Howell . . 2 Gerinnungszeit 40 19 = 10 
A. Schmidt 0.3 


Tabelle XIII. Einwirkung von Frischserum auf verschiedene 
Plasmen. 


Angewandt 1 cem (+ = 0,1 cem) frisches Serum. 





‘ Mit 
. Mit Cay (P04); 
Hiihner- MgS 0,- : Dialysiertes pmb Ae sd adsorbiertes 
plasma Plasma = Oxalatplasma Qyalatplasma @4Sorbiertes | herechnetes 
Oxalatplasma Oyalatplasma 
Gerinnungs- Gerinnungs- | Gerinnungs- Gerinnungs- | Gerinnungs-  Gerinnungs- 
zeit zeit zeit zeit zeit zeit 


Serum a 12’ 9" 6' , 
be b 14 g* 7 
. c 10 4° 3 


' Proc. of the Soc. for Exper. Biol. and Med. 32, 606, 1935. 
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Aktivierung von lcem eines 1 Tag bei Zimmertemperatur 
gealterten Serums durch Lauge. 


Als Substrat wurde Oxalatplasma verwendet. Nach Ablauf der an 
gegebenen Zeit wurde die Lauge mit der aquivalenten Menge n/10 H¢ 
neutralisiert. 

Tabelle XIV. 





Zugesetzte Dauer der Gerinnungs- Zugesetzte Dauer der Gerinnungs- 
ecm n/l0 NaOH Einwirkung zeit eem n/10 NaOH Einwirkung zeit 


0,00 . 20’ 0,125 30’ 16’ 
0,25 20' 5 0,125 10 20 
0,25 10 10 0,125 3 20 
0,25 5 12 





Einwirkung des Ca auf Serum. 

Alle folgenden Versuche sind mit Serum a) durchgefiihrt. 1 cem Serum 
wurde mit der in Tabelle XV angegebenen Menge Ca !/, Stunde bei 37° und 
pu 7,8 zusammengebracht. 

Tabelle XV. 
Angewandt je 1 ecm Serum. 





Gerinnungszeit bei Zugabe von Ca” in mg 
Art der verwendeten Plasma Gre Pere me sew SAB GES 
0,175 | 0,875 1,75 ohne Ca 


Recalcifiziertes Cag(PO4).-Plasma | 4’ 4’ 411,’ 


Oxalatplasma . as od Ole 5’ 3 
Oxuistnissma*  . Sek | 8}/,' 5’ 3’ 


* Ca nicht zum Serum, sondern zum Oxalatplasma zugegeben. 


Die Leerwerte der vierten senkrechten Reihe wurden mit dem gleichen 
Serum gewonnen, welches ebenfalls beim gleichen px vorher '/, Stunde 
bei 37° gestanden hatte. Die Zahlen der waagerechten Zeile 3 sind mit 
Serum gewonnen, welches wie das der senkrechten Spalte 4 ohne Ca-Zusatz 
gestanden hatte. Das Ca wurde erst dem Oxalatplasma zugesetzt. Ta- 
belle’XV zeigt, daB bei recalcifiziertem Ca, (PO,),-Plasma die Ca-Zugabe zum 
Serum keine Verkiirzung der Gerinnungszeit hervorruft. Bei Verwendung von 
Oxalatplasma tritt eine scheinbare Aktivierung ces Serums ein, die aber, 
wie die gleichen Versuche der Spalte 3 beweisen, nur auf die Verminderung 
der Oxalatkonzentration zuriickzufiihren ist, da ja das Serum der Spalte 3 
mit Ca-Ionen nicht in Beriihrung kommt. 

Ein Serum, von welchem 0,1 com MgSO,-Plasma in 9 Minuten, Vogel- 
plasma in 12 Minuten und dialysiertes Oxalatplasma in 18 Minuten zur 
Gerinnung brachte, zeigte bei gleicher Behandlung mit Ca, wie in Ta- 
belle XV beschrieben, keinerlei Unterschiede der Gerinnungswerte gegeniiber 
dem nicht mit Ca vorbehandelten Serum. 


Die Werte der Tabelle XVI sind mit dem gleichen Serum gewonnen, 
welches zu Tabelle XIII verwendet wurde. Die Aktivierung geschah in 
der gleichen Weise, wie in Tabelle XV naher beschrieben wurde. Bei 
Zusammenbringen von Serum mit Thrombokinase und 0,175, 0,875 und 
1,75 mg Ca’’-Ion und Zusatz der Mischung zu Oxalatplasma fanden wir, 
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Tabelle XVI. Einwirkung von Thrombokinase mit und ohne Ca 
auf Serum. 





Gerinnungszeit gegeniiber Plasmen 
Dialysiertes Reealcifiziertes 
Oxalat Ca, (PO,4)o 


Huhn MgSO, Oxalat 


1 CORR ROPUR cs oS es —7' 9 
1 ecm Serum, 2mg Throm- 
GO a ww ce 2), 4}/,' 
leem Serum + Ca, 2 mg 
Thrombokinase . .. . 4}, . Text 


daB entsprechend den Ergebnissen der Tabelle XV die Beschleunigung 
durch das Calcium auch bei Thrombokinasezusatz ebenso erreicht wird, 
wenn man das Ca dem Oxalatplasma statt dem Serum zusetzt. 

Tabelle XVI zeigt, daB Thrombokinase aus Hiihnerextrakt, die 
nach A. Fischer gereinigt und getrocknet wurde, eine starke Aktivierung 
des Serums hervorruft. Zusatzliches Calcium kann jedoch auch diesen 
Vorgang nicht beschleunigen, sondern ist entbehrlich. 

Wir weisen darauf hin, da8 sich Sera von gleichmaBiger Wirksam- 
keit sehr schwer erhalten lassen. Zu sémtlichen oben beschriebenen 
Versuchen haben wir Sera verwendet, deren Enzymgehalt ziemlich 
in der Mitte zwischen den besten und schlechtesten der von uns er- 
haltenen Sera liegt. 


Tabelle XVII. Verhalten der Prothrombinpraparate. 





Gerinnungszeit gegeniiber Plasma 





Dialy- Reealci- 
Huhn MgSO, Oxalat siertes fiziertes 
Oxalat Caz3(PO4)o 


Prothrombin Hoveell . 
a aioe oe ae ae 
+ Thrombokinase . i 
+ Ca + Thrombokinase . 
Prothrombin Mellanby . 
oh 
+ Thrombokinase : 
+ Ca + Thrombokinase . 


Thrombokinase . . 


Angewandt Prothrombin Howell: bei Hiihnerplasma 4 mg, MgS0Q,- 
Plasma 10 mg, Oxalatplasma 50 mg, dialysiertes Oxalatplasma 20 mg und 
recalcifiziertes Ca,(PO,).-Plasma 20 mg. Vom Mellanby-Prothrombin in der 
gleichen Reihenfolge 1, 1, 15, 8, 8mg. Aktiviert wurde mit einem Zehntel des 
Gewichts der angewandten Prothrombinmenge an Ca-Ion und mit der 
der unten angegebenen Thrombokinase-Wirksamkeit entsprechenden Menge 
pro mg Prothrombin. 

Biochemische Zeitschrift Band 284. 
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Tabelle XVIII. Wirkung verschiedener Thrombinpraparate aui 
verschiedene Plasmen. 





Gerinnungszeit 


Enzympraparat Dialy- | Cag (P0,4)0 


| Recalci- 
MgSO, | Huhn | Oxalat | siertes | oxalathaftig fiziertes 


| Oxalat | Cas (P04), 


Standard... .../|| 4! 2 | # | 6 i» 
Thrombin A. Schmidt 12 14 13 | 20 | 24 
Howell . . 2 10 2 | 8, 3}/, 
‘ | 1%, 1}/, 


aL: Sapaieye 1g 9 8), 

Von allen Praparaten wurden angewandt bei MgSO, und Vogel- 
plasma 0,4 mg, bei den oxalatfreien Plasmen 1'/, mg und bei den oxalat- 
haltigen 3 mg. Die Werte der Tabelle XVIII zeigen, daB das Verhiltnis 
der Gerinnungsgeschwindigkeit der Fermente gegeniiber allen Plasmen- 
arten weitgehend konstant ist. Auch hier haben wir die Werte solcher 
Plasmen angegeben, die vorwiegend erhalten wurden. 


Einwirkung von Thrombokinase auf A. Schmidtsches Thrombin. 

3 mg Schmidtsches Thrombin wurden bei py 7,6 gelést und 0,01, 
0,1 und leem Rinder-, Pferde- und Hihnermuskelextrakt zugesetzt. 
Die ohne Thrombokinase erhaltene Gerinnungszeit gegeniiber Mg 8S O,- 
Plasma von 10 Minuten zeigte sich auch in allen mit Muskelextrakten 
behandelten Versuchsansatzen. 


Einwirkung verschiedener Thrombokinasen auf Vogelplasma. 


Tabelle XIX. 





An- 
gewandte 


Mengen 
g extrakt extrakt extrakt 
ecm ecm 


. 


0,0001 oo oe) oo ‘ 82’ 
0,001 2h ore) fore) ; } 35 
0,01 4}/,! 12’ 85’ 36 
0,02 41), 12 37 é 38 
0,03 4 12%/, 34 ; 34 


Hiihner- Pferde- Rinder- isilendie Hiihner- Pferde- Rinder- 
muskel- | muskel- muskel- Mengen muskel- muskel- muskel- 


extrakt extrakt extrakt 





Verwendet wurde ein steril entnommenes Hiihnerplasma, welches 
im Leerversuch eine Gerinnungszeit von 9 Stunden ergab. Als o haben 
wir demnach eine Gerinnungszeit von 9 Stunden bezeichnet. Ta- 
belle XIX zeigt, daB mit jedem Extrakt nur ein bestimmter optimale: 
Gerinnungswert zu erreichen ist. Auch hier haben wir Durch- 
schnittswerte aus vielen Versuchen mit vielen Muskelextrakten an 
verschiedenen Vogelplasmen angegeben. Die absoluten Zeiten sind stark 
unterschiedlich, doch finden wir immer wieder das gleiche Verhaltnis 
der optimalen Werte der drei Extrakte. 
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Wir stellten durch Reihenversuche an einem Hiihnerplasma fest, 
daB die zur Erreichung der optimalen Gerinnungszeit von 4 Minuten 
benétigte kleinste Kinasemenge 0,1 mg einer Trockenkinase betrug. 
Zwei andere Plasmen, die ebenfalls eine optimale Zeit von 4 Minuten 
ergaben, brauchten a) 0,04 mg und b) 0,24 mg des gleichen Thrombo- 
kinasepraparates. 

Zwei Hiihnerplasmen wurden nach 8 und 10 Tagen mit Kinasen 
behandelt. In beiden Fallga war der Trockenkinasebedarf der Plasmen 
gleich geblieben, die optimale Gerinnungszeit jedoch in einem Falle 
von 6 auf 11 im anderen von 7 auf 9 Minuten abgesunken. 


Verhalten von Heparin gegen Thrombin. 


Tabelle XX. 





Gerinnungszeit 
Recalcifiziertes 
Cag (P O4)2- 
Plasma 


Zugesetzte 


1/49 mg Heparin Sonstige Zusiitze 
10 


Mg 0,- Oxalat- 
Plasma plasma 


ON ene sean ae 
Standardthrombin 
Thrombin Howell 
Rip altes i pea eS 
0.01 Standardthrombin 
Thrombin Howell 
Renate techs 
0,025 Standardthrombin 
Thrombin Howell 
ar Pe 
0,05 Standardthrombin 
Thrombin Howell 
Re ar ee a 
Standardthrombin 
Thrombin Hovell 
Re Gh eer ack Sis 
Standardthrombin 
Thrombin Howell 
Ca Oia) ee eae 
Standardthrombin 
Thrombin Howell 


i Sa eee 
| Standardthrombin . . 0° 
| Thrombin Howell . . > ore) 


10 


Es wurden jeweils angewandt !/, mg der beiden Thrombinpraparate 
bei MgS O,, je 5mg bei Oxalat- und je 2 mg bei recalcifiziertem Ca, (PO,4)o- 
Plasma. An Ca wurde jeweils das Optimum, naémlich 2,76mg Ca-Ion, 
zugesetzt. Das verwendete Heparin verdanken wir der Freundlichkeit 
der Firma Promonta in Hamburg. 


¥* 
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Wir haben den von A. Fischer (1. c.) beschriebenen Aktivierung 
effekt sehr kleiner Heparinmengen nicht auffinden kénnen. Tabelle \ \ 
zeigt, dal sowohl Howells wie unser Thrombinpraparat auch vo, 
kleinsten Heparinmengen gehemmt wird. Auch optimal recalcifiziert. 


Oxalatplasma kann bei Heparinzusatz nicht gerinnen. 


pu-Optimum des Thrombins. 


Tabelle XXI. 





PH 3,1: 4,72 | 5, 6,14 | 6,34 | 6,88 | 7,03 | 7,74 


Gerinnungszeit : ox oc oc 2h 5/ 3’ 3’ fore) 


Das MgSQ,-Plasma wurde mit n/10 Essigsiure bzw. Ammoniak aut 
das entsprechende px gebracht. Als Ferment wurde | mg Standardpraparit 
verwendet. Die Messung der Wasserstoffionenkonzentration geschal, 
elektrometrisch. 


Zusammenfassung. 


1. Die Funktionen des Calciums. Kleinste Mengen Calcium sind 
wesentlicher Bestandteil des Thrombinmolekiils und fest im Molekii! 
verankert. Der Ca-freie Thrombinrest (Prothrombin) ist wirkungslos. 
Er verbindet sich sofort mit Calcium zu wirksamem Thrombin. De: 
Ca-Gehalt des stré6menden Blutes reicht véllig aus, um den Kalkbedart 
des Thrombins zu decken. Freie Calciumionen hemmen schwach, sind 
aber unter physiologischen Bedingungen ohne EinfluB auf die Blut- 
gerinnung. 

2. Bei der groBen Bildungsgeschwindigkeit des Thrombins aus 
Rest und Calcium ist es wahrscheinlich, daB im str6menden Blute 
fertiges Thrombin vorhanden ist. 

‘ 3. Thrombokinase aktiviert das Thrombin, wie die Enterokinase 
das Trypsin, durch Ausschaltung von Hemmung:kérpern. 

4. Ungehemmtes Thrombin bewirkt Gerinnung auch in Abwesenheit 
von Caleiumionen und Thirombokinase. 


Herrn Dr. Wolfgang von Behm und Friulein Maria J. Zuly danken wit 
fiir ihre wertvolle Mitarbeit. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
danken wir fiir die groBziigig zur Verfiigung gestellten Mittel, die die 
Durchfiihrung dieser Arbeit erméglichten. 





Uber die Polyose der Hefemembran. II. 


Von 
L. Zechmeister und G. Téth. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Pées, Ungarn.) 


(Eingegangen am 24, Dezember 1935.) 


In der I. Mitteilung! wurde die wasser-unldsliche Polyose der Hefe 
beschrieben, sowie ihr Abbau zu einer Trimethyl-d-glucose. Zur Iso- 
lierung des Membranpolysaccharids diente ein empirisch gefundener 
Arbeitsgang, in dessen Verlauf die Ausschaltung des Nichtpolyose- 
anteils mit Hilfe von radikalen Mitteln erreicht wurde, wahrend wir das 
dort angedeutete mildere Verfahren zunachst zuriickstellten. 

Vor kurzem haben nun M.G. Sevag, C. Cattaneo und L. Maiweg? 
eine ausfiihrliche Untersuchung iiber die Polysaccharide der Hefe 
ver6ffentlicht und sie kommen dabei zu Ergebnissen, die von den unseren 
stark abweichen. Die genannten Forscher sind namlich der Ansicht, 
daB die von KL. Salkowski*® beschriebenen (von uns bereits kritisierten) 
Substanzen .,erst durch die eingreifenden Isolierungsmethoden aus dem 
urspriinglichen Hefekohlenhydrat entstanden sind‘, und da8 auch unsere 
Polyose ,,ein kiinstliches, der natiirlichen Hefe fremdes Produkt dar- 
stellt. Wahrend das im hiesigen Institut bereitete Endpraparat 
unléslich in Wasser ist, finden W.G. Sevag und seine Mitarbeiter, daB 
sich das native Polysaccharid vollsténdig mit Wasser extrahieren laBt : 
.dagegen geht es nach ungeniigender Extraktion mit Wasser bei der 
dann folgenden Behandlung mit Alkali und Sauren in eine unlésliche 
Form tber*‘ +. 

Ein Hexosan, das im Verlauf der im Zitat erwahnten Behandlung 
unléslich wird, dabei aber die Zusammensetzung C,H,)0O, beibehalt und 
auch weiter quantitativ zu Glucose abgebaut werden kann, ware eine 
recht ungewohnte Erscheinung. Wie jedoch besonders aus dem Versuchs- 
teil hervorgehen wird, entspricht eine solche Annahme nicht den Tat- 
sachen. 

Zwecks /solierung des unléslichen Polysaccharids unter schonenden 
Bedingungen, haben wir kaufliche PreBhefe mit Essigester abgetétet 


1 Diese Zeitschr. 270, 309, 1934. 2 Liebigs Ann. 519, 111, 1935. — 
3 Ber. 27, 3325, 1894. ! Auf die kritische Bemerkung, da unser Verfahren 
die Gewinnung ,,der weiteren Substanzen aus der Hefe, z. B. der Sauren, 
Lipoide und des Pigments nicht gestatte, erlauben wir uns zu erwidern, 
daB die Isolierung von so verschiedenartigen Verbindungstypen im gleichen 
Arbeitsgang, aus einem leicht zuginglichen Ausgangsmaterial, unpraktisch 
sein diirfte und von uns nicht beabsichtigt war. 
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und das entstandene verfliissigte Produkt mit Pepsin noch weite: 
entleert. Hieran schloB sich eine Behandlung mit Diastase. Auf diese: 
Wege ging der gréBte Teil der Trockensubstanz in Lésung und die Menge 
der entfernten Bestandteile stieg schlieBlich auf 96 °%, als wir das zuriick 
gebliebene Material 6fters mit Wasser, Alkohol und Ather auskochte, 
Aus 100 g Hefe (= 25g Trockensubstanz) blieb schlieBlich 1,1 g eines 
aschgrauen Pulvers zuriick, also ungefaihr die gleiche Menge, wie nach 
dem in der I. Mitteilung beschriebenen Verfahren. 

An heiBes Wasser gibt das Praparat keine Spur von reduzierenden, 
oder zu reduzierenden Zuckern hydrolysierbaren Kohlenhydraten al) 
{s besteht zu etwa 80°, aus der Hefepolyose, nebst Fremdstoffen, 
deren fermentativer Abbau bisher nicht gelang; méglicherweise wird 
sich dies noch erreichen lassen. An kalte, iiberkonzentrierte Salzsaure 
wird der Polyoseinhalt abgegeben und derselbe kann dann mit Eiswasser, 
Alkohol und Ather, wie beschrieben, teils wieder gefallt werden. Last 
man die konz. salzsaure Lésung bei Raumtemperatur stehen, verdiinnt 
sie spiter und verkocht, so wird sehr reichlich Traubenzucker gebildet. 
Wenn auch (zufolge Anwesenheit von linksdrehenden Begleitern) das 
spez. Drehvermégen zu niedrig ist und auch die erhaltenen Jod-! und 
Kupferzahlen nicht genau ibereinstimmen, so zeigt das ganze Verhalten 
und namentlich eine, der Erwartung entsprechende Ausbeute an reinem 
d-Glucosazon deutlich, daB hier die Hydrolyse eines Hexosans in der 
gewohnten Weise verlaufen ist. 

Das beschriebene praparative und analytische Ergebnis 1aBt sich 
auch erhalten, wenn den Enzymzusaétzen eine ausgiebige Chloroform- 
Autolyse vorangeht. 

Nachdem in den neuen Versuchen die Isolierung eines rohen Polyose- 
Praparats ohne Zuhilfenahme von Saure, Alkali oder sonstigen Chemi- 
kalien gelang, sind wir auch weiter der Ansicht, daB die in der I. Mit- 
teilung beschriebene ,,Hefepolyose‘‘ ein Naturstoff ist und kein ver- 
dorbenes Kunstprodukt. Damit sei aber keineswegs behauptet, dal} 
das in der sorgfaltigen Arbeit von .7.G. Sevag, C. Cattaneo und L. Mai- 
weg enthaltene Versuchsmaterial an sich hinfallig sei. Im Gegenteil, 
wollen wir nun zeigen, daB die beiderseitigen Versuchsergebnisse (trotz 
gegensatzlicher theoretischer Auffassungen) in Kinklang gebracht werden 
kénnen, zumindest, was die Hauptsache betrifft. 

Die genannten Forscher haben die PreBhefe, im Verlaufe eines 
langwierigen Verfahrens, mit Wasser, in Gegenwart von damit nicht 
mischbaren organischen Lésungsmitteln erschépft und sodann das 
Ungeléste mit 3° iger siedender Lauge 2 Stunden lang behandelt. 
Die letztere Operation bezeichnen sie als unsere Vorschrift und stellen 


1 R. Willstdtter u. G. Schudel, Ber. 51, 780, 1918. 
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fest, daB auf diesem Wege gar keine Hefepolyose erhaltlich ist, sondern 
es hinterbleibt eine kohlschwarze Substanz, die nach dem Kochen mit 
5%iger HCl ein Drittel ihres Gewichts eines dunkelgrauen Stoffes 
liefert. In beiden Extrakten war lésliches Kohlenhydrat enthalten, 
dessen Hauptmenge auf den alkalischen Auszug entfallt. 

Wir geben gerne zu, daB unser Satz! ,, Die Hefepolyose ist in Wasser, 
auch wenn andauernd gekocht wird, unléslich, ebenso in verdiinnten 
Sauren und Alkalien“ gegen den Geist der Klarheit verst6Bt, indem 
das ,,andauernde Kochen“ in Wahrheit nur fiir Wasser gilt. Wie 
besondere Versuche zeigten, laBt sich die reine Hefepolyose einerseits 
durch Kochen mit verdiinnter Salzséure voéllig hydrolysieren; anderer- 
seits wird sie von verdiinnten Alkalilaugen bei Siedehitze allmahlich 
gelést und spater derart verandert, daB eine nachfolgende Behandlung 
mit kochender, 5°%iger HCl? iiberhaupt keinen Traubenzucker mehr 
freilegt. 

Wenn trotzdem Verkochen mit Alkali und mit Saure zur Be- 
seitigung von Begleitstoffen von uns empfohlen wurde, so geschah dies, 
wie ausdriicklich betont sei, nur fiir die kaéufliche, chemisch noch un- 
bearbeitete PreBhefe, in der die Polyose noch sehr weitgehend geschiitzt 
ist. Dabei spielen alkohol-atherlésliche Verbindungen, wahrscheinlich 
schwer hydrolysierbare Lipoide, eine Rolle. Erst nachdem die Lauge 
bzw. die Saure sorgfaltig entfernt worden sind, folgen in unserer 


Isolierungsvorschrift Extraktionen mit Alkohol und Ather. Kehrt man 
aber die Reihenfolge um, so wird tiberhaupt kein unldsliches Poly- 
saccharid erhalten, wozu ein Beispiel im Versuchsteil steht. Es kommen 
dann schwarze, meist kohlenhydratfreie Stoffe zum Vorschein, in Be- 
staétigung von prinzipiell ahnlich geleiteten Versuchen von M. G. Sevag. 


Aus dem obigen Tatbestand ist auch zu folgern, daB die Hefe- 
polyose, nicht wie M.G. Sevag und seine Mitarbeiter annehmen, unter 
der Einwirkung von warmer Lauge oder Saure kiinstlich erzeugt wurde ; 
im Gegenteil, wird das isolierte Polysaccharid von den genannten 
Agenzien in Lésung gebracht und abgebaut bzw. zerstort. Wir glauben, 
daB die von uns erreichten Ausbeuten von dem wahren Polyosegehalt 
iibertroffen werden, da der, von alkohol-atherléslichen Begleitern aus- 
geiibte Schutz kein absoluter sein diirfte. 

SchlieBlich soll darauf aufmerksam gemacht werden, daB die ab- 
weichenden Eigenschaften der von den beiden Arbeitskreisen erhaltenen 
Endpraparate keinen Widerspruch enthalten, denn es handelt sich 
um ganz verschiedene Stoffe: M.(. Sevag, C. Cattaneo und L. Maiweg 


1]e. 8.313. — *% Auf 8.310 der I. Mitteilung steht infolge eines 
Druckfehlers 3°%ige Salzsiure; im dortigen experimentellen Teil ist die 
Zahl richtig angegeben. 
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bereiten eine wasserlésliche, hochdrehende Substanz ({%],, = + 148°) 
die im wesentlichen dem ,,Hefegummi‘ entsprechen diirfte, wahrend 
wir ein in Wasser unlésliches, optisch nicht merklich aktives Hexosan 
beschreiben, welches in mancher Beziehung an bekannte, typische 
Polysaccharide erinnert. Was den von den genannten Forschern er- 
wabhnten Acetylgehalt betrifft, sei vorlaufig nur bemerkt, daB aus den 
auf $. 114 gemachten Angaben (gefundener Laugeverbrauch 2,57 bzw. 
3,52 com n/100 NaOH) die Identitat der titrierten Séure mit Essigsaure 
noch nicht klar hervorgeht!. 

Die eigentiimliche Tatsache, daB die Hefepolvose aus ihrer kalten, 
iiberkonzentriert-salzsauren Lésung nur schwer und_ unvollstandig 
gefallt werden kann, findet in der physikalischen Beschaffenheit der 
Praparate eine Erklarung. Bis zur Auflésung sogar kleiner Mengen 
sind 10 bis 15 Minuten erforderlich und wahrend dieser Zeitspanne 
findet bereits ein Abbau statt. Da dieser Vorgang mit weit gréBerer 
Geschwindigkeit einsetzt, als (unter ahnlichen Bedingungen) im Falle der 
Cellulose, scheint auf geringere mittlere Kettenlangen der nativen 
Polyose hinzudeuten, vielleicht auch auf eine gesteigerte Empfindlichkeit 
der zwischen den Bausteinen liegenden Verkniipfungsstellen. 


Wir behalten uns vor, auf den sogenannten ,,Hefegummi* zuriick- 
zukommen, zu dessen enzymchemischer Freilegung bereits von R. Will- 


stdtter und F. Racke, sowie von R. Willstdtter und W.Grassmann ein 
Weg gewiesen wurde?. Die Ergebnisse dieser Forscher stimmen nicht 
recht zu den Angaben von WV. G. Sevag. 


Experimenteller Teil. 


I. Isolierung eines rohen Hefepolyoseprdparats auf enzymatischem Wege. 

100 g kaufliche PreBhefe (Trockensubstanz etwa 25 g) wurden bei 37° 
mit 17 cem Essigester verrieben und 3 Stunden unter gelegentlichem Um- 
riihren stehengelassen. Schon nach 15 Minuten fand Verfliissigung statt°. 
Nach weiterem vierstiindigen Verweilen bei etwa 30° wurde das Zentrifugat 
einige Male mit Wasser angeriihrt und erneut abgeschleudert; bei diesen 
Operationen ging etwa 25° der Trockensubstanz in Lésung. Der in 150 eem 
Wasser verteilte Rest wurde mit 1 g Pepsin (Pharmac. Hung.) versetzt und 


' Wenn .G. Sevag und seine Mitarbeiter (S. 123 u. 124) sogar die 
Moéglichkeit erwagen, daB ein Teil der Acetylgruppen schon bei der wieder- 
holten Extraktion mit Wasser hydrolytisch entfernt wird, so kénnen wir 
einen solechen oder ahnlichen Vorgang noch nicht ausschlieBen und glauben, 
daB weitere Versuche betr. Acylgehalt der Hefepolysaccharide erforderlich sind. 

2 Liebigs Ann. 427, 111, 1921; H. Kraut, F. Eichhorn u. H. Rubenbauer, 
Ber. 60, 1644, 1927; R. Willstdtter, Untersuchungen iiber Enzyme 1, 606, 
850, 856, Berlin, Julius Springer, 1928; R. Willstdtter und W.Grafmann, 
diese Zeitschr. 203, 308, 1928; vgl. auch FuBnote 3, sowie R. Willstdtter 
und M. Rohdewald, Zeitschr. physiol. Chem. 209, 38 (1932). 3 Vgl. 
R. Willstdtter u. W.Grassmann in R. Willstatters Untersuchungen  iiber 
Enzyme 1, 850, 1928. 
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iach dem Hinzufiigen von 10 cem Toluol 7 Tage bei 30° sich selbst tiber- 
lassen. Das abgeschleuderte Material haben wir zweimal mit je 150 ccm 
Wasser angeriihrt und jedesmal zentrifugiert. Verlust an Trockensubstanz. 
unter der Einwirkung des Pepsins: etwa 40 °9. 

Nun folgte eine Behandlung der in 150 cem Wasser suspendierten Hefe- 
substanz mit 3 g Diastase (Merck), welche bei 30° 6 Tage in Anspruch nahm 
und zur Herauslésung von weiteren 12 %, der urspriinglichen Trockensubstanz 
fiihrte. Ein viermaliges Auskochen des zentrifugierten und gewaschenen 
Restes mit je 0,4 Liter Wasser! entfernte 7 °%. 

Zur Ausschaltung von Lipoiden und ahnlichen Stoffen dienten wieder- 
holte Extraktionen des Restpraparats mit heiBem Alkohol und dann mit 
Ather. Hierbei ging die Trockensubstanz von 2,05g auf 1,1 g zuriick. 

Das Praiparat bildet nun ein aschgraues, in heiSem Wasser unlésliches 
Pulver, das an der Luft 5°, Feuchtigkeit aufnimmt. Aschengehalt 1,55 °,, 
Stickstoffgehalt 3,4°,. Millon-Probe deutlich positiv. Beim Kochen mit 
verd. Salzsiure wird durch Hydrolyse Zucker herausgelést. Nimmt man 
den Kohlenhydratanteil mit iiberkonzentrierter Salzsiure auf und fiigt 
Kiswasser, Alkohol und Ather in noch eben homogener Phase zu, so findet 
eine Ausscheidung statt. 

Zur Bestimmung des Gehaltes an Polyose wurden 0,3831 g entwassertes 
Endpraparat (= 0,3772 g aschenfreie Susbtanz) 15 Stunden bei Raum- 
temperatur mit 10 cem 40° igem HCl in verschlossener Flasche behandelt. 
Sodann verdiinnte man mit Eiswasser auf das Fiinffache, erwarmte 2 Stunden 
am Wasserbad, erginzte das Volumen auf 100 cem und filtrierte. Der 
Riickstand wog 0,0334 g (8,7°,). Das Filtrat lieferte die folgenden Zahlen: 


a) Die Drehung zeigt 0,2660 g Glucose an, entsprechend 0,2394 g Polyose 
62,5% des Priaparats, 

b) Kupferzahl zeigt 0,2980 g Glucose an, entsprechend 0,2682 g Polyose 
: 70,0% des Praparats, 

ce) Jodzahl zeigt 0,3604 ¢ Glucose an, entsprechend 0,3244 ¢ Polyose 
= 84,7% des Priparats, 

d) aus 0,1916 g Endpriparat erhielten wir 0,19 g d-Glucosazon (Schmelz- 
punkt 207° und Mischschmelzpunkt 207°, korr.); die iibliche Osazon- 
ausbeute in Betracht gezogen, zeigt dieser Versuch, daB etwa 80°, 
der Substanz aus Hexosan besteht. 


Fiir die abschlieBende Beurteilung der Ausbeute liefert die optische 
Methode nur Minimalzahlen, da im Hydrolysat linksdrehende Produkte 
(Proteinabkémmlinge) enthalten sind. Bekanntlich fallt auch die Be- 
stimmung nach G. Bertrand in Gegenwart von EiweiB zu niedrig aus*, so 
daB8 wir glauben, den Polyosegehalt des Préiparats zuverlissig mit rund 
80°, angeben zu diirfen. 


1 In den beiden ersten Extrakten lag noch reichlich ,,Hefegummi* 
vor, der mit Fehlingscher Lésung fallbar ist und nach der mit verd. HCl 
durchgefiihrten Hydrolyse stark reduziert. Der dritte Auszug enthielt viel 
weniger davon, der vierte nur mehr soviel, daB die Kupferzahl nach durch- 
gefiihrter Hydrolyse 12mg Traubenzucker entsprach. Dieser Auszug lieferte 
30 mg Trockensubstanz. — ? Siehe z. B. C. Neuberg u. BE. Simon, Ber. 60, 
817, 1927, und zwar S. 819; weitere Literatur: 2. Tollens und H. Elsner, 
Kurzes Handbuch der Kohlenhydrate, 8. 819. Leipzig, J. A. Barth, 1935. 
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II. Isolierung eines Rohprdparats durch Autolyse mit nachfolgendem 
enzymatischen Abbau. 


50g PreBhefe, mit 5cem Chloroform verrieben, hat sich innerha|! 
30 Minuten verfliissigt. Sie wurde mit 100ccm versetzt, nach sieben 
tagigem Stehen (30°) zentrifugiert und ausgewaschen!. Das Zentrifugat 
stand 4 Tage lang, bei 30°, mit 0,5 g Pankreatin (Merck), 1,6 g Natrium 
acetat, 170 cem Wasser und 5 cem Toluol. Nun schleuderten wir ab, wuschen 
nach und behandelten den Rest 3 Tage mit 1,5 g Diastase in 170 cem Wasser : 
dies wurde nach Zusatz von | g Diastase wiederholt*. Das auf ein Berkefel- 
Filter gebrachte Material wurde mit Alkohol entwassert und mit Athe: 
erschépft, worauf eine Behandlung des getrockneten und dann in 200 cem 
Wasser aufgeschlemmten Riickstandes mit 0,5 g Pepsin (Pharmac. Hung. 
und 0,2g kéufl. Papain folgte. Zum SchluB wurde noch mit Alkoho! 
Ather extrahiert. 

Im Verlauf dieser Operationen lieBen sich die folgenden Substanz- 
mengen von dem Trockengewicht des Ausgangsmaterials (13 g) entfernen 
Autolyse 9,0 g, Pankreatin 0,1 g, Diastase 2,0 g, Alkohol + Ather 
Pepsin + Papain 0,1 g, Alkohol + Ather 0,1 g, insgesamt 12,4 g 

Das Endpraparat (0,8 g) sieht wie das unter I. beschriebene aus und 
enthielt 1,5° Asche. Uberkonzentrierte Salzsiure vermochte 88°, des 
Materials aufzulésen. Nach durchgefiihrter Totalhydrolyse ergeben Jodzah| 
bzw. Kupferzahl, daB 88 bzw. 70% des Priiparats aus der Polyose bestehen 


III. Zerstérung der Hefepolyose bei unrichtiger Reihenfolge der Operationen. 


100 ¢ PreBhefe wurden mit Wasser fiinfmal ausgekocht und durch eine 
Tonkerze abgesaugt, worauf man das Ungeléste mit heiSem Alkohol wieder 


holt entwasserte. Nun konnte das Material genutscht werden; es wurde 
wihrend 7 Stunden mit kochendem Ather im Soxhlet extrahiert. Das 
Trockengewicht ging auf die Halfte zuriick (12 g). Wir kochten diesen Rest 
4 Stunden lang mit !/, Liter 3° igem Natron, wobei er bis auf eine fein 
verteilte, unfiltrierbare Fraktion verschwand. Jetzt wurde die Fliissigkeit 
mit konz. Salzsiure abgestumpft, auf einen 5°4igen HCl-Gehalt eingestellt 
und das Kochen weitere 2 Stunden fortgesetzt. SchlieBlich blieb nur ein 
pechschwarzer, klebriger Film tibrig (0,2 g), der bei der sauren Hydrolyse 
keine Spur oder doch nur ganz wenig Zucker abgibt, je nach den Versuchs- 
bedingungen. 


IV. Extrahierbarkeit von léslichen Kohlenhydraten aus der PreBhefe. 


Durch Kochen von 100 g Ausgangsmaterial (= 25 g Trockensubstanz) 
mit je 700 cem Wasser, jedesmal waihrend 2 Stunden, wurden die folgenden 
Ausbeuten an reduzierendem Zucker (ber. als Glucose), nach der Total- 
hydrolyse der Ausziige ermittelt: 

Kochwasser Nr.: l 4 5 10 15 16 18 
Glucose (mg): 1150 144 45 36 10 10 8 


' Das Filtrat verbrauchte 13,0 cem n Lauge. — ? Im Verlauf der nach 
T. oder nach II. ausgefiihrten Versuche beobachtet man eine bedeutende 
Dunklerfarbung unter dem Einflu8 der Diastase; vor dem Zusatz der letz- 
teren ist das Material weiB. 





Uber den Einflu6 von Vitamin-B-Mangel und -UberschuS 
auf den Ca- und Mg-Gehalt der Gewebe bei Tauben. 
Von 
Stefan Murza-Murziez und Helena Bohdanowiezéwna. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Stefan-Batory-Universitat in Wilno.) 


(Eingegangen am 28, Oktober 1935.) 


Die Untersuchungen iiber den Calcium- und Magnesiumstoffwechsel 
im Organismus von an Vitamin-B-mangel kranken Tieren gewinnen 
angesichts des in letzter Zeit von Jusatz und Wentzel (1), Pfannen- 
stiel (2) und Holsen (3) beschriebenen Zusammenspiels zwischen Vitamin B 
und D an Interesse. Zwar handelt es sich nur um die Untersuchungen 
hinsichtlich des Phosphatgehalts und des freien Cholesterins im Blute, 
die beweisen, daB8 durch Vitamin B (als Hefe) bei den mit Uber- 
dosierung von Vitamin D ernahrten Tieren die ersten Manifestationen, 
d. h. die Hyperphosphathimie abgeschwacht werden kann. Dab 
die Veranderungen des Phosphatstoffwechsels in engem Zusammen- 
hang mit den Calcium- und Magnesiumverschiebungen stehen, ist 
auch daraus ersichtlich, da sowohl experimentelle Rachitis bei 
Tieren als auch Menschenrachitis mit Veraénderungen im Calecium- und 
Magnesiumgehalt eng verkniipft sind. Georg Meyer zu Horste (4) ist 
es gelungen, mit Mg-CarbonatiiberschuB bei Ratten rachitisihnliche 
Stérungen hervorzurufen. Inwieweit aber hier der Einflu8 von anderen 
Vitaminen in Frage kommt, ist noch nicht aufgeklart. In den oben 
angefiihrten Arbeiten wurde den Kaninchen der gesamte Vitamin B- 
Komplex als Schutz bei Vitamin D-Uberdosierung gereicht. Es kann 
also nicht geklart werden, welche Reaktionen in Betracht kommen. 

In der uns zuganglichen Literatur fanden wir keine genaueren 
Angaben iiber die Kationen, insbesondere nicht tiber den Calcium- und 
Magnesiumstoffwechsel bei VitaminiiberschuB und Vitaminmangel. 

Die Verteilung der genannten Kationen im Organismus wird zwar 
nicht besonders in Betracht gezogen und die betreffenden Arbeiten 
von Kiosi Morinaka, van Gulik, Yoshiue und Palladin (5) (6) (7) (8) be- 
schaftigen sich nur mit der Gesamtbilanz der genannten Kationen, wobei 
die Ergebnisse bei den verschiedenen Versuchstieren nicht einheitlich 
zum Ausdruck kommen. In einer der friiheren Arbeiten wurde von 
Pelezar und Murza- Murzicz (9) der Beweis erbracht, daB es im Verlauf 
der B-Avitaminose bei Tauben — unter Bezugnahme auf verschiedene 
Stadien der Krankheit — im Skelettmuskel, Gehirn, Leber und Herz- 
muskel zu Verschiebungen des Kaliumgehalts kommt. Und zwar 
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kommt es bei langdauernden Experimenten zu einer Verminderung de 
K-Gehalts in Herz und Gehirn, wahrend Leber und Skelettmuske! 
Vermehrung aufweisen. Diese Verschiebungen sind der von Graff und 
Onigata (10) in Gehirn und Leber nachgewiesenen Alkalose, sowie der in 
Herz- und Skelettmuskel auftretenden Azidose gleichzusetzen. Weiter 
hin sind Verschiebungen im Wassergehalt der Organe zu beobachten, 
und zwar findet man Wasservermehrung im Herzmuskel und eine Ver- 
minderung desselben in der Leber. Von Shimazono (11) wurde unter 
anderem der EinfluB von Vitamin B auf die Verteilung des Kaliums im 
Organismus beobachtet, was jedoch der Verfasser mit der Bedeutung 
der Schilddriise in Beziehung bringt. Um diese Frage aufzuklaren, 
suchten wir die Calcium- und Magnesiumverteilung bei den mit 
vitamin-B-freier und vitamin-B-reicher Kost ernahrten Tauben in den 
verschiedenen Krankheitstagen zu ermitteln. 

In unseren Untersuchungen, die die Fortsetzung der Arbeiten von 
Pelezar und Murza-Murzicz tiber den Kaliumgehalt der Gewebe 
von mit vitamin-B-freier Nahrung gefiitterten Tauben bilden, be- 
schaftigten wir uns zunaéchst mit der Frage, wie der Vitamin-B- 
Komplex auf den Magnesium- und Calciumgehalt der Gewebe 
einwirkt. Wie aus der oben angegebenen Zusammenstellung der 
Untersuchungen iiber die Veranderungen des Ca- und Mg-Gehalts 
der Gewebe hervorgeht, sind diese Untersuchungen nicht  gleich- 
wertig und betreffen vor allem nur das allgemeine prozentuale Ver- 
haltnis der Salze im Organismus. Wie Pelezar und Murza-Murzicz 
hervorheben, sind im K-Gehalt der Gewebe recht groBe Schwankungen 
zu beobachten, welche den veranderten Reaktionen der Gewebe, wie sie 
Graff beobachtete, entsprechen. 

Bei unseren Untersuchungen bestimmten wir noch nicht den 
KinfluB der einzelnen Vitamin-B-Fraktionen, obwohl wir uns dariiber 
klar sind, daB die Untersuchungen mit dem undifferenzierten Vitamin-B- 
Komplex keine einwandfreie Klarung des Salzhaushalts ermdglichen 
wiirde. Solehe Untersuchungen werden jedoch in allernachster Zeit 
ausgefiihrt. 

In den Fiitterungsversuchen wurden die Tauben, deren Gewicht 
angegeben ist, zuerst 4 Wochen lang auf normale Kost gesetzt und 
taglich gewogen, um jede Schwankung auszuschalten. Danach wurden 
die Tiere durch Dekapitation getétet und entblutet, die Organe in der 
unten beschriebenen Weise verarbeitet. 


Methode der Caleium- und Magnesiumbestimmung. 
Das erforderliche, der Taube sofort nach der Dekapitation entnommene 
Gewebe (1 bis 2g) wird genau gewogen und im Exsikkator getrocknet; 
nach vollstandiger Austrocknung wird ein abgewogenes Quantum in einen 
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Kolben aus Jenaer Glas tibertragen, mit einigen ccm konz. HNO, versetzt 
und schwach erwarmt. Sobald nach der Erwarmung die sich entwickelnden 
braunen Dampfe verschwinden, gibt man in gewissen Zeitabstanden 0,5 
bis 1,0 cem Perhydrol hinzu, bis die Fliissigkeit ganz klar und durchsichtig 
wird. Dann wird starker erwarmt und das ganze HNO, verdampft. Die 
entstandene weiBe Asche lost man in wenig HN O,, gieBt in einen graduierten 
Zylinder und verdiinnt mit Aqua dest. bis zu 25cem. Zur Veraschung 
der Gewebe werden Salpetersiure und Perhydrol (.Werck) purissimum pro 
analysi gebraucht. 

In dieser leicht angesduerten Fliissigkeit, die nur Mineralsalze enthalt, 
bestimmten wir das Calcium und Magnesium nach der Methode von Kramer 


und Tisdall. 


Tabelle 1. Ca und Mg-Werte bei normalen Tauben in mg-®°, des 


Frischgewichts. 





Durchschnittlich Schwankungsbreite 


Muskel 
Herz 

Gehirn 
Leber . 


Ca 


6,58 
6.89 
17,37 
6,36 


Mg 


20,21 
19,37 
21,31 
14,42 


Ca 


5,69— 7,39 
6,28— 7,45 
15,03—19,39 
4.98— 7,02 


Mg e 


18,0 —22,23 
17,0 —20,86 
19,80—24,12 
12,07— 17,50 


Tabelle 1. Normale Tauben. Ca in mg-%p». 





Durch- 
schnittlich 


Skelettmuskel 


Herz 





Frisch Trocken 


6,87 
7,03 
5.69 
7,39 
5,84 
6,65 


6,58 


20,47 
22.18 
21,14 
25.40 
20,21 
23,15 
22,09 


Tabelle III. 


; Frisch 


Normale 


Trocken 


27,30 
25,00 
24,47 
97.00 
27,77 
26.68 
23.80 


26,90 


Gehirn 


Frisch  Trocken 


16,76 
16,06 
17,36 
19.00 
17,97 
15,03 
19,39 


17,37 


61,60 
65,00 
78,55 
70,00 
83,40 
73,32 
99,00 


74,55 


Leber 


Frisch | Trocken 


7,02 
6,73 
4,98 
6,57 
5,92 
7.00 
§,32 
6,36 


25,00 
21.40 
14,67 
26.00 
20,009 
24.00 
20,64 


21,67 


Tauben. Mg in mg-®,. 





11 
12 
13 
14 
15 
16 
33 
Durch- 
schnittlich 


Skelettmuskel 


Frisch Trocken 


19.99 
19,65 


57,25 
62,91 
S186 
37,13 
70,00 
77,40 


65,94 


18,90 
20,15 
22,23 


120,21 


Herz 


Frisch | Trocken 


20,72 
20,86 
17,99 
17,00 
20,72 
19,30 
19,00 


19,37 


82,46 
70,00 
70,10 
64,60 
81,47 
70,00 
73,50 


73,16 


Gehirn 


Frisch 


19,92 
19,86 
19,80 
20,05 
21,48 
24.12 
23,95 


21,31 


74,40 
82,88 
89,31 
75,20 
102,03 
114,39 
112,70 


92,99 


Leber 


Trocken Frisch Trocken 


12,64 
17,50 
12,07 
16,72 
14,24 
12,38 
15,38 


14.42 


45,23 
55,70 
35.56 
67.09 
47.40 
42,02 
50.90 


49,10 
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Wir haben uns bei unseren Untersuchungen bemiiht, zu allererst di: 
Normalwerte fiir Ca und Mg im Skelettmuskel, Herz, Gehirn und der Lebe; 
von Tauben zu bestimmen. Da die meisten Untersuchungen bisher an 
Saéugetieren ausgefiihrt worden waren, fanden wir nur spirliche Angaben 
iiber die Normalwerte der genannten Kationen in dem Gewebe von Végeln 
Es sind jedoch gewisse Unterschiede im Calcium- und Magnesiumgehalt 
zwischen den Organen der Tauben und den Organen der Saugetiere fest 
zustellen. Die Werte fiir den Skelettmuskel schwanken bei den Tauben 
zwischen 5,69 — 7,39 mg-% Ca, im Durchschnitt 6,58 mg-% Ca. Sie sind 
also den Werten, die beim Menschen gefunden wurden, ziemlich gleich. 
Fiir das Herz fanden wir auch beinahe gleiche Werte, durchschnittlich 
6,89 mg-%, beim Menschen 7,90 mg-°% Ca. Das Gehirn enthalt etwa 17 mg-°, 
Ca. Im Gegensatz hierzu liegen beim Menschen die Werte bei etwa 10 mg-°,, 
beim Meerschweinchen bei 6 mg-%. 

Die Werte der Taubenleber schwanken zwischen 5 bis 7 mg-®%. Nach 
den von Rona (12) fiir Katzen und Kaninchen und von Nonnenbruch (13) 
fiir Kaninchen angegebenen Werten sind die Schwankungen fiir den Mg- 
Gehalt der Leber recht bedeutend. 


Die Bestimmung des Magnesiums ergab ebenfalls Unterschiede zu den 
genannten Organen beim Menschen, bei Kaninchen, Katzen, Hunden und 
Fréschen, wihrend der Magnesiumgehalt des Skelettmuskels beim Menschen 
20 mg-% betragt, also fast der gleiche ist, wie der bei den von uns unter- 
suchten Tauben. Andere Tiere haben einen etwas héheren Prozentsatz. 
Bei Kaninchen und Katzen betragt er bis 28 mg-°% des Frischgewichts. 

In der ersten Versuchsreihe befinden sich die Tauben, die 14 bis 28 Tage 
(Tabelle IV und V) mit Vitamin-B-Lésung (die uns Herr Prof. Dr. Lelesz 
giitigst zur Verfiigung stellte) —- in einer Menge von 170 Ratteneinheiten 
pro Tag — gefiittert wurden. Die Lésung war neutral. Es ist besonders 
interessant, dali die Zugabe von Vitamin B eine deutliche Verminderung 
des Ca-Gehalts in allen Organen, d.h. Muskel (— 2,58 mg-%), Herz 
(— 3,03 mg-%) und Gehirn (— 8,22 mg-%) mit Ausnahme der Leber 
verursachte. Die Abnahme war sowohl im Frischgewebe wie auch in der 
Asche zu beobachten, wobei der Verlust etwa 50°, betrug. Die grébte 
Abnahme war im Herzmuskel zu verzeichnen. Fiir den Magnesiumgehalt 
fandeh wir keine besonderen Schwankungen, eher eine unbedeutende Ver- 
mehrung des Mg-Gehalts. Nur im frischen Muskelgewebe war eine Ver- 
mehrung von 20%, festzustellen. Es ist aber ganz offensichtlich, daB der 
Vitamin-B-UberschuB eine sehr markante Verminderung des Ca-Gehalts 
mit sich bringt, wahrend der Magnesiumgehalt der Organe mit einer Ver- 
schiebung an die héhere Grenze beinahe normal bleibt. 


TabelleIV. Tauben mit Vitamin-B-Uberschu8. Mg in mg-°,: 





Skelettmuskel 4 | Gehirn Leber 


Nr. SS Set Rhee eS | STE BE NE A | Ce INCRE f 
Frisch  Trocken Frisch | Trocken Frisch Trocken | Frisch  Trocken 
17 21.04 68,00 || 15,19 | 62,70 || 23,01 104,60 || 12,88 44,78 
20 23,87 78,40 | 13,50) 50,00 | 18,54 90,00 ' 19,09 64,44 
18 23.86 79,53 || 17,00 | 60,71 | 24,55 121.7 13,57 49,75 
19 24,00 78,25 | 2208 | 7842 | 19,87 94,00 14,90, 51,71 


< 


paren, [28.19 76,04 || 16,94 | 62,94 | 21.49 | 102,57) 15,11 | 62,67 


sehnittlich 
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Tabelle V. Tauben mit Vitamin-B-UberschuB. Ca in mg-%. 





- Skelettmuskel Herz Gehirn Leber 
Nr. —__—— : . 
Frisch Trocken. Frisch Trocken. Frisch Trocken | Frisch | Trocken 


17 4,04 13,17 | 3,47 13,13 8.17 | 37,15 7,50 | 26,09 
20 4,12 13,50 | 3,26 11,62, 10,40 | 50,50 5,66 20,00 
18 3,22 | 10,78 || 3,70 13,21 9,98 | 49,60 4,07 14,70 
19 4,63 | 15,00 | 5,00 17,80 8,02 38,00 5,50 20,00 


Durch- (1400 13,11 | 386 13,94 914 | 4381 | 568 20,20 
schnittlich 


In der zweiten Serie (Tabelle VI und VII) haben wir die Tauben in ver- 
schiedenen Stadien der Avitaminose auf Ca und Mg untersucht. Unter 
anderem wurden die Stadien der Blahung und Unruhe, das Stadium der 
Krampfe sowie die Tauben, bei denen der Verlauf sich in hochgradiger 
Abmagerung kennzeichnete, experimentell untersucht. Was den Calcium- 
gehalt anbetrifft, so war im Stadium der Unruhe eine Verminderung desselben 
im Gehirn festzustellen (durchschnittlich 14,97 mg-%, d.h. — 2,4mg-°®,), 
die Leber wies eine prozentuelle Steigerung (durchschnittlich 7,92 mg-%, d. h. 
+ 1,56mg-%) auf. Im Stadium der Krimpfe waren beinahe normale 
Caleiumwerte bei den Tauben zu verzeichnen. Die Tauben, bei denen es 
zu einer Aushungerung kam, wiesen eine Vermehrung des Caleiums auf. 
Die Werte waren in Herz, Skelettmuskel, Gehirn und Leber beinahe normal. 
Der Magnesiumgehalt stieg bei allen drei Arten des Verlaufs; besonders 
im Skelettmuskel (+- 7,50 mg-%,), Herz (+ 3,0 mg-°%) und auch Gehirn 
(+ 2,0 mg-°%) war der Mg-Gehalt in allen drei Stadien erhéht. Die Leber 
ergab in allen drei Stadien beinahe normale Werte. Auffallig ist der Umstand, 
daB die Schwankungen sowohl bei UberschuB, wie auch bei Mangel an 
Vitamin B die Leber nicht betreffen. Dagegen ist ein deutlicher Anta- 
gonismus zwischen dem Ca- und Mg-Gehalt von Herzmuskel und Gehirn 
za verzeichnen. Im Stadium der Aushungerung weisen die Calcium- wie 
Magnesiumwerte eine Steigerung auf. 


Zusammenfassung. 

Die Versuche ergeben, daB der Ca- und Mg-Gehalt der Organe im 
Verlauf der Avitaminose verschiedenen Schwankungen unterliegt; 
diese Wirkung iibt auch der Vitamin-B-UberschuB aus, bei welchem der 
Calciumgehalt in den untersuchten Organen, besonders im Gehirn, 
Skelettmuskel und Herzmuskel niedrigere Werte aufweist. Die Ab- 
nahme ist nicht nur fiir das Frischgewebe, sondern auch fiir die Asche 
auffallig. Interessant ist der Umstand, daB die Leber die kleinsten 
Schwankungen zeigt und eine Ca-Abnahme immer ganz deutlich ist. 
Wird von einem Antagonismus zwischen Calcium und Magnesium 
gesprochen, so muB bemerkt werden, daB derselbe sowohl bei 
Vitamin-B-Mangel, als auch bei Vitamin-B-UberschuB in verschiedenem 


Ausma8 in den verschiedenen Organen zum Ausdruck kommt. Es kann 
aber nur von einer geringen Zunahme des Ca-Gehalts im Frischmuskel 
sowie im frischen Lebergewebe gesprochen werden., Interessant ist es 
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laf. Magnesium bei Vitamin-B-Mangel, sowohl auf Frisch- wie auch auf 
lrockengewebe berechnet, eine ausgesprochene Steigerung im Skelett- 
muskel, Herz und Gehirn aufweist. In der Leber dagegen wurde im 
Verlauf der Krankheit ein niedriger Mg-Gehalt beobachtet. Es ist also 
ein relativer Antagonismus in dem Ca- und Mg-Gehalt unter dem Ein- 
flu8 von Vitamin-B-Mangel festzustellen. Wird aber der von uns er- 
wahnte Zusammenhang zwischen Vitamin B und D in Betracht gezogen, 
so muB gesagt werden, daB bei Vitamin-B-CberschuB eine Hypo- 
kalzimie in den Organen mit Ausnahme der Leber, bei Vitamin-B- 
Mangel eine Calciumsteigerung eintritt. Was Magnesium anbetrifft, 
so kann bei Vitamin-B-Mangel von einer Vermehrung desselben in 
Herz- und Skelettmuskel, besonders in den spiteren Krankheitstagen 


gesprochen werden, wahrend es in der Leber eher zu einer Ver- 


minderung kommt. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der P. Tyszkowski-Stiftung 


der Polnischen Akademie der Wissenschaft ausgefiihrt. 
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Die Regulierung der Sauerstoffabgabe von Erythrocyten, I. 
Von 
F. Himmerich. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des staatlichen Forschungsinstitut 
fiir Stoffwechsel und endokrine St6rungen in Moskau.) 
(Eingegangen am 8. November 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1928 hatte ich es im Laufe einer Arbeit mit der Reduktion 
von Oxyhamoglobin zu tun. Mein Bestreben ging dabei dahin, ein 
méglichst physiologisches Reduktionsmittel fiir meine Zwecke zu 
nehmen. Die Wahl fiel auf Glucose. Reduktionsversuche an Oxy 
haimoglobinlésungen (l0Qmal mit dest. Wasser verdiinntes und von 
den Blutkérperchenstromas befreites Blut) mit Glucosezusatz (bis 
zu 5°) ergaben jedoch ein negatives Resultat: Farbe und Spektrum 
der Oxyhamoglobinlésungen anderten sich nicht unter dem Einfluls 
von Glucose im Verlaufe von 30 bis 60 Minuten Stehens im Brutschrank 
(unter LuftabschluB mit Transformatordl). 

Es tauchte nun weiter die Frage auf, ob vielleicht die Glucose das 
Oxyhamoglobin fiir die Einwirkung irgendeines anderen Reduktions 
mittels labilisiert. Aber auch Hinzufiigung von Glucose zu einer Natrium- 
sulfitlésung (pu 7,4) erhéhte nicht deren Reduktionskraft gegeniiber 
Oxyhaimoglobin. Die Konzentration der Sulfitlbsung wurde dabei so 
gewahlt, daB die vollstandige Reduktion von Oxyhamoglobin unter 
Transformator6l und im Brutschrank 40 bis 50 Minuten Zeit in An- 
spruch nahm. 

' Beim Hindurchblasen von Luft (mit einer Pipette und Gummi 
geblase) in eine soleche Lésung von reduziertem Hamoglobin verwandelte 
sich letzteres momentan in Oxyhamoglobin (nach Farbe und Spektrum 
beurteilt). Und dies trotz der Gegenwart von Natriumsulfit. Stellte 
man eine soleche Probe wieder in den Brutschrank, so kam es nach 
einiger Zeit wieder zur Umwandlung von Oxy- in reduziertes Hamo- 
globin. Solehe Umwandlungen konnten mehrere Male mit demselben 
Ergebnis wiederholt werden. Was uns in diesem Versuch als besonders 
wichtig erschien, war der Umstand, das Hamoglobin viel leichte: 
Sauerstoff aufnimmt als abgibt. 

Wie spatere Literaturnachforschungen zeigten, konnten dies Hartridg: 
und Rougthon schon friiher und viel exakter nachweisen: sie fanden an ver- 
diinnten Hamoglobinlésungen, da die Geschwindigkeitskonstante de 
Reaktion Hb + O, — Hb O, etwa 7,5mal gr6éBer ist als die Konstante der 
Reaktion Hb O, -» Hb + O,. 
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Es tauchte daher der Gedanke auf, daB zur schnellen Sauerstoff- 


ibgabe in den KapillargefaBen von seiten der Erythrocyten der Abfall im 
Sauerstoffpartialdruck nicht geniigt, da’ hier noch gewisse akzessorische 
faktoren im Spiele sein miissen, die die Wirkung des Sauerstoffpartial- 
druckabfalls unterstiitzen. 


Es schien uns dabei, daB diese Rolle wohl dem Blutzucker zu- 
kommen kénne. Ist dies jedoch der Fall. so ist zu erwarten, da bei 
Hypoglykamie die Sauerstoffabgabe von seiten der roten Blutkérperchen 
vermindert sein muB: dies muB dann seinerseits zu einem abnorm hohen 
Sauerstoffgehalt des Venenblutes fiihren. Und wirklich konnten Holzer 
und Klein am Menschen zeigen, daB wahrend des Insulinschocks das 
Venenblut (v. cubitalis) 90 bis 97°, Sauerstoff statt 75 bis 80° enthalt. 
Dem entsprach auch die hellrote Farbe des Venenblutes. Hier kann 
natirlich eingewendet werden, daB all dies durch eine schnellere Blut- 
zirkulation zustande kommen konnte. 


Fir unsere Auffassung schienen auch die Versuche von Fischler 
iiber die ,.glykoprive Intoxikation zu sprechen: die Vergiftungs- 
erscheinungen am Kaninchen bei Hypoglykamie, hervorgerufen durch 
Insulin oder Phlorrhizin, erinnerten in manchem an Erstickung (be- 
schleunigte Atmung, Unruhe u.a.m.): alle Svymptome verschwinden 
dabei schnell und prompt nach Glucoseinfusion. An Hunden konnten 
wir uns selbst von dieser bewundernswerten Wirkung intravendéser 
Glucoseinjektionen iiberzeugen. 


Von einer Beziehung zwischen Blutzucker und Sauerstoffversorgung 
der Gewebe zeugten auch die Befunde von Yzwmiama, Weinstem und Jacoby. 
Ersterer konnte zeigen, daB eine Sauerstoffeinatmung von 5 bis 25 Minuten 
bei gesunden Personen nicht nur zu einer Verminderung der Erythrocyten- 
zahl und des Hamoglobingehalts, sondern auch des Blutzuckergehalts (bis 
mi 30°.) fiihrt. Einige Minuten nach Beendigung der Sauerstoffatmung 
kehren die genannten GréBen wieder zu ihren Ausgangswerten zuriick. 
Yzumiama betrachtet diese Schwankungen als AnpassungséuBerung des 
Organismus an den erhdhten Sauerstoffdruck. Weinstein zeigte, das Ein- 
atmung von reinem Sauerstoff bei Diabetikern zur Senkung des Blutzucker- 
gehalts und der Glykosurie fiihrt, bei systematisch durchgefiihrten Ein- 
atmungen kommt es sogar oft zu vélligem Verschwinden der Hyperglykamie 
und Glykosurie. Es bessert sich dabei auch das subjektive Befinden der 
Kranken. Jacoby fand bei akuten Vergiftungen, daB Einatmung von 
Sauerstoff den Blautzuckergehalt betrachtlich erniedrigt. 


Diese und ahnliche Befunde bestatigten somit indirekt unsere 
Annahme, daf der Blutzucker in irgendeinem Zusammenhang mit 
dem Umsatz des Sauerstoffs stehen muB. Eigene Versuche zeigten jedoch, 
wie gesagt, da} die Glucose selbst keinen EinfluB auf die Dissoziation 
des Oxyhaimoglobins hat. Wie ist das zu verstehen ? 








Kk. Himmerich: 


Zwei Umstande halfen uns diesen scheinbaren Widerspruch ein 
Losung naher zu bringen. Es ist bekannt, dab in den Erythrocyt« 
eine Zuckerspaltung baw. Glykolvse stattfindet, in deren Verlauf Saur 
gebildet werden, besonders Milchsaure als Endprodukt der Glykoly~ 
Dies fiihrt zu einer Sauerung des Milieus. Wasserstoffionen beschleunigt 


aber die Dissoziation des Oxyhamoglobins (siehe bei Barcroft). 
gelangten wir zur Hypothese, daB die Glykolvse in den Erythrocyte 


die Rolle eines Aktivators der Oxyvhamoglobindissoziation spiele. Die 
mu sich nattrlich in einer besseren, leichter zustande kommende: 
Sauerstoffversorgung der Gewebe auswirken und somit eine grok 
biologische Bedeutung haben. 


Entspricht diese Hypothese der Wirklichkeit, so sind zu den Akti 
vatoren der Erythrocytensauerstoffabgabe all jene Faktoren hinzu 
zuzahlen, welche zu einer Erhéhung der Erythrocytenglykolvse fiihren, 
Hierher gehéren Insulin (Verstarkung der Glucosefixation durch die 
Erythrocyten), Glutathion, das Hormon der Nebennierenrinde, viel 
leicht auch die Vitamine B und C. Es scheint uns auch nicht aus 
geschlossen, dab die Erythroeytenkatalase zu einem der Aktivatoren 
der Oxyvhamoglobindissoziation gehort. 


Diese Hypothese beleuchtet von einem neuen Standpunkte aus 
eine ganze Reihe von Problemen der Physiologie und Pathologie, woriibe: 
spater berichtet werden soll. Es galt nun, einen geniigend einfachen 
und iiberzeugenden Weg zur experimentellen Priifung unserer Hypo 
these zu finden. Es erscheint uns auberst schwierig, diese Frage ein 
wandfrei am ganzen Organismus zu lésen. Dazu ist die Anzahl gegen- 
seitig aufeinander einwirkender Faktoren zu groB. Es galt einfachere 
und doch den physiologischen nahe Versuchsbedingungen fiir das 
Studium der Atmungsfunktion roter Blutkérperchen zu finden. 


Da die Glykolyse einen fermentativen ProzeB darstellt, so liegt 
unseres Wissens dem Studium dieses Prozesses in vitro nichts im Wege. 
Die roten Blutkérperchen vertragen bei entsprechenden  Versuchs- 
bedingungen auch ganz gut stunden- und tagelanges Stehen aubBerhalb 
des Kérpers, ohne ihre Fahigkeit, Sauerstoff aufzunehmen und abzugeben 
zu verlieren, was die Praxis der Transfusion von tagelang konservierten 
Blute zur Geniige beweist. Es sind bei solehen Versuchen nur Be- 
dingungen zu schaffen, bei denen der Sauerstoff von den roten Blut- 
kérperchen in einem GefaB abgegeben und in einem anderen auf- 
gefangen wird. Das zweite GefaB ersetzt dann sozusagen die Gewebe 
des Organismus. 


Der Abfall der Sauerstofftension im Plasma des Kapillarblutes 
bildet bekanntlich einen machtigen Faktor, welcher zur Sauerstoff- 
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ibgabe von seiten der Erythrocyten fiihrt. Es ist jedoch durchaus 
iicht bewiesen, dab dieser ProzeB wie gew6hnliche chemische Reaktionen, 
momentan verliuft. Eine solche Annahme ist sogar sehr unwahr- 
cheinlich, da die roten Blutkérperchen beim Passieren der Kapillaren 
lurchaus nicht allen Sauerstoff abgeben. Wollen wir den EinfluB ver- 
schiedener Faktoren auf die Wirkung des Abfalles der Sauerstofftension 
studieren, so gilt es, Versuchsbedingungen zu schaffen, bei denen dieser 
Abfall, diese St6rung des Gleichgewichts zwischen dem an Hamoglobin 
gebundenen und dem frei im Plasma gelésten Sauerstoff geniigend 


lange Zeit dauert. 


is) 


Abb. 1 


Von solchen Gesichtspunkten ausgehend, wurde von mir ein Apparat 
konstruiert, der erlaubt, bequem die Sauerstoffabgabe von Blut- 


korperchenaufschwemmungen oder Oxyhiaimoglobinlésungen zu be- 


stimmen. 


In der Hauptsache besteht der Apparat aus einer Anzahl (6) gleicher 
Glasagegregate, die auf ein hélzernes Cerist montiert sind. Jedes Einzel- 
aggregat besteht aus drei Teilen bzw. GefaBen, die miteinander durch 
Gummischlauche verbunden sind (s. Abb. 1). 

Das erste GefaS besteht aus einer senkrechten Glasréhre. In dem 
oberen Teil der Réhre befinden sich zwei Hahne, von welchen der obere ein 
Dreiweghahn ist. Der Raum zwischen den Hahnen betragt 3e¢em. In 
diesen Raum kommt das zu untersuchende Blut, nachdem die Luft aus 
allen Glasteilen des Apparats durch ein neutrales Gas (wir verwendeten 
Stickstoff) ausgetrieben ist. Der Stickstoff wird durch einen seitlich an den 
oberen Hahn angesetzten Glasstutzen zugefiihrt. Der untere Teil des 
Rohres hat Gewindeform (um eine Vorerwarmung des Gases zu erreichen). 
Etwa in der Mitte des Rohres sitzt eine Glaskappe, auf welche ein weites 
Reagensglas angeschliffen ist. Der untere Teil der Réhre betindet sich 
also im Reagensglas, welches in einem Wasserbad von 40°C hangt. Das 
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Wasserbad kann gehoben und gesenkt werden. Das Wasser wird mit Hilt 
eines Elektromotors durchmischt. Die Temperatur des Blutes, welches a 
dem oberen ‘Teil des Rohres in das angeschliffene Reagensglas durch de 
Stickstoff getrieben wird, ist hier etwa 1,5° C niedriger als in dem Wasserba: 
(also etwa 38,59 C),. 


Um den Raum zwischen den Hahnen mit Blut zu fiillen, benutzt mar 
eine Spritze mit langer Injektionsnadel, welche durch die Bohrung ds 
oberen Hahnes gefiihrt wird. 


Die Reagensréhre verlaBbt der Stickstoff durch eine an die Glaskapyp« 
angesetzte kurze waagerechte Glasréhre, welche durch Gummischlauch mit 
einer weiteren Réhre verbunden ist. Diese Réhre geht durch den hohlen, 
gut angeschliffenen Glasstopfen des zweiten GefaiBes (hohes Reagensglas 
bis zum Boden des letzteren, wo es sich erweitert und mit Glasfilter ver 
sehen nach oben gerichtet ist. In diesem GefaB befinden sich 50 cem dest. 
Wasser mit leem einer 50° igen Manganchloridlésung, welche direkt vor 
dem Hindurchstromen des Gases durch die Blutkérperchenaufschwemmung 
durch Hinzufiigen von 1 cem einer 50°,igen Natriumhydroxydlésung in 
Manganoxydul iibergefiihrt wird. Letzteres reagiert mit dem vom Stickstoft 
aus der ersten R6hre mitgenommenen Sauerstoff, welcher dann nach 
Winkler bestimmt wird. Um kleinere Blaschenbildung zu erreichen, wird 
der Manganchloridlésung 2 cem Athylalkohol (als oberflachenaktiver Stoff) 
hinzugefiigt. Die NaOQH-Loésung enthalt Kaliumjodid (20 %). 

Aus dem zweiten Reagensrohr str6mt das Gas durch ein Reometer, 
durch das die Menge des hindurchstr6menden Gases reguliert wird (50 cem 
in der Minute). 

Alle Reometer werden natiirlich auf ein und dieselbe Menge hindurch 
stromenden Stickstoffs kalibriert. Alle Einzelaggregate werden durch 
Bestimmungen an Lésungen ein und desselben Blutes auf gleiche Sauerstoff 
absorption gepriift. 


Wir kénnen natiirlich in dieser Anordnung nicht allen vom Blute 
abgegebenen Sauerstoff auffangen, was bei Vergleichsbestimmungen 
jedoch keine prinzipielle Rolle spielt, besonders wenn wir Unterschiede 
von 40 bis 100 bis 200°, zwischen zwei Bestimmungen auffinden. 


Zweifellos entsprechen solche Unterschiede den wirklichen Verhalt- 


nissen, besonders wenn es auf einen Fehler von einigen Prozenten nicht 
ankommt. Es ist klar, daB aus der Gasmischung mit hdherem Sauerstoff- 
gehalt ein etwas kleinerer Prozentsatz aufgefangen wird als in det 
Probe mit kleinerem Sauerstoffgehalt. Dies bedeutet jedoch nur, dab 
die Erhéhung der Sauerstoffabgabe in Wirklichkeit sogar gréBer ist 
als die von uns gefundene. Der Charakter, die Richtung des Prozesses 
wird natiirlich deswegen doch richtig erfaBt. 

Die Verdrangung der Luft im Apparat durch Stickstoff bzw. Stickstoft 
mit 5%, CO, nimmt etwa 1 Stunde in Anspruch. Dann erst setzen wir den 
Versuch mit Blut selbst an. AuBer den Aggregaten mit Blut wird als Kon 
trolle ein Aggregat ohne Bhut angestellt. Sollte hier Sauerstoff aufgefangen 
werden, so wird dessen Gehalt natiirlich von dem Gehalt des in den anderen 
Aggregaten bestimmten Sauerstoffs abgezogen. 
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Wie lange man das neutrale Gas durch das Blut stré6men laBt. hangt 
natirlich von der Fragestellung im Einzelfall ab. 
Das Aussehen des Apparats ist aus der Abb. 2 zu ersehen. 


Abb. 2. 
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Die Regulierung der Sauerstoffabgabe yon Erythrocyten. 
Il. Mitteilung: 


Blutglykolyse und Sauerstoffabgabe von Erythroeyten'. 
Von 
F. Himmerich und R. 8. Feinberg. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des staatlichen Forschungsinstitut 


fiir Stoffwechsel und endokrine St6rungen in Moskau.) 


(Eingegangen am 8S. November 1955.) 


In der ersten Mitteilung wurde auf Grund eigener und fremde: 
Versuche die Arbeitshypothese aufgestellt, daB der Erythrocyten 
glykolyse die Rolle eines Aktivators der Sauerstoffabgabe von seiten 
der roten Blutkérperchen zukomme (Himmerich). Zur Priifung diese 
Hypothese stellten wir nun eine Reihe von Versuchen mit Erythrocyten 
aufschwemmungen, sowie mit defibriniertem und hamolysiertem Blute 
an. Die Versuche wurden in dem Apparat angestellt, welcher in det 
ersten Mitteilung beschrieben ist. 

Zuerst untersuchten wir die Wirkung von Glucose unter mog- 
lichst einfachen Versuchsbedingungen an gewaschenen Menschen- 
blutkérperchen. Wir gingen dabei von der Erwartung aus, dab Zugabe 
von Glucose zu einer von zwei sonst identischen Proben von Erythro- 
cytenaufschwemmungen eine Mehrabgabe von Sauerstoff ergeben mul. 
und zwar auf Grund der hier stattfindenden Glykolyse. 

Die Blutkérperchen wurden von der Glucose derart befreit, dab sie 
fiinf- bis sechsmal auf der Elektrozentrifuge mit isotonischer NaCl- ode 
Ringerl6sung gewaschen wurden. Durch Zuckerbestimmungen nach Fuita 
und, /watake konnten wir uns iiberzeugen, dai dadurch die Blutkérperchen 
frei von Glucose waren (wir erhielten in solchen Fallen 0 mg-°, Zucker). 

Die Versuche wurden in m/10 Phosphatpuffer angestellt. In einigen 
Versuchen fiigten wir dem Puffer noch Natriumbicarbonat hinzu. Da die 
Zugabe von Glucose den osmotischen Druck der entsprechenden Lésung 
etwas erhéhen mul, so fiigten wir in einem Teil unserer Versuche der Kon 
trollprobe (ohne Glucose) Saccharose in isoosmotischer Konzentration hinzu. 
Alle diese Varianten anderten jedoch nichts an dem Ausgang unserer Ver 
suche. Wir anderten schlieBlich auch die Menge der Lésung, in welcher 
die Blutkérperchen aufgeschwemmt waren: in einigen Versuchen kamen 
2cem Blutkérperchen auf 8, in anderen auf 38 cem Lésung. Aber auch dies 
anderte nichts am Wesen unserer Ergebnisse. 

Wir begniigen uns daher mit der Beschreibung einer der Varianten 
dieser Versuchsserie. In drei Probiergliiser 1 des Apparats wurden je 2 ccm 
einer 1° igen Natriumchloridlésung und 1 cem des Phosphatputfers mit 

' In den Grundziigen vorgetragen am 27. Juni 1934 auf dem 5. Physio- 
logenkongrels der UdSSR. zu Moskau. 
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5 mg Natriumbicarbonat eingefiihrt. py = 7,3. In einem GefaiB enthielt 
die Pufferl6sung zudem noch 500 mg-% Glucose. Durch alle 3 Einzel- 
aggregate des Apparats wurde nun 1'/, bis 2 Stunden lang Stickstoff hin- 
durchgeleitet ; von Sauerstoff wurde der Stickstoff befreit, indem er durch 
drei Flaschen mit alkalischer Pyrogallollésung hindurchgeleitet wurde. 
Spater fiigten wir noch die Reinigung im elektrischen Réhrenofen mit 
diinnem Kupferdraht hinzu. Die Temperatur des Wasserbads, in welchem 
die Réhren hingen, betrug 38° C. In eine Réhre mit und eine ohne Glucose 
kamen nun je 2ccm gewaschener Blutkérperchen, worauf 30 Minuten 
lang Stickstoff hindurchgeleitet wurde. In einer besonderen Probe, welche 
ihrem Zuckergehalt nach identisch mit der glhucosehaltigen Probe im Apparat 
war, wurde der Zucker nach Fwita und Iwatake bestimmt. Nach 30 Minuten 
Durchstrémens des Stickstoffs wurde der Zuckergehalt auch in der zucker- 
haltigen Probe des Apparats bestimmt und diese Zahl von der ersten ab- 
gezogen. Dieser Zuckerschwund diente uns als MaBstab zur Beurteilung der 
Glykolyse in den Erythrocyten. 

Wir bedienten uns dieser viel gebrauchten Methode der Blutglykolyse- 
bestimmung deshalb, weil wir ohnedies den Zuckergehalt unserer Proben 
ermitteln muBten. Nach den Befunden von Bierby und Moquet geht dem 
Blutzuckerschwund eine Erhéhung des Milchsiure- und Phosphorsaure- 
gehalts parallel. A. Bornstein und C. Ascher fanden, da’ die Milchsaure- 
bildung so ziemlich dem Zuckerschwund entspricht. Dasselbe fanden 
Hosse u.a. (Literaturangaben s. bei Lwndsgaard). Wir nahmen daher 
Abstand von einer parallel laufenden Milchsiurebestimmung. 

Nach Hindurchperlen von Stickstoff durch die Réhren des Apparats 
wurde in jedes Probierglas je 3cem konz. Salzsiure gegeben und der auf- 
gefangene Sauerstoff nach Winkler bestimmt. Das Volumen von n/100 
Thiosulfat in cem, welches zum Titrieren des Jods in der Kontrollprobe 
verbraucht war, wurde nun von dem in den Blutproben verbrauchten 
Thiosulfat abgezogen. Die so erhaltene Differenz entsprach dann dem 
Volumen Thiosulfat, welches dem aus den Blutproben aufgefangenen Sauer- 
stoff aquivalent war. Durch Multiplizieren dieser Zahl mit 0,0558 erhalt 
man den Sauerstoff in cem. Der Anschaulichkeit halber rechneten wir die 
Sauerstoffmengen in emm um. 

Um eine mégliche st6rende Einwirkung etwaiger Differenz im Sauerstoff- 
absorptionsvermégen der einzelnen Aggregate des Apparats auf die Resultate 
unserer Versuche auszuschlieBen, wurde so vorgegangen, daB von Versuch 
zu Versuch die Proben mit und ohne Zucker ihren Platz wechselten. Wir 
kénnen jedoch sagen, daS ein soleher Platzwechsel den Ausfall unserer 
Versuche nicht grundsatzlich anderte. 

Traubenzucker wurde zu den Lésungen immer bei Versuchsbeginn 
gegeben. Wir bemerkten naimlich, da8 1 bis 2 Tage vor dem Versuch zu dem 
Phosphatpuffer hinzugegebene Glucose wirkungslos war. 


Die Resultate dieser Versuche sind in Tabelle I, 8. 154 wieder- 
gegeben. 

Wir sehen somit, da& Zugabe von Glucose zu einer Aufschwemmung 
von gewaschenen Erythrocyten eine erhéhte Sauerstoffabgabe der- 
selben zur Folge hat. Nicht alle Erythrocytenproben geben gleich 
groBe Ausschlage in der Sauerstoffabgabe beim Hinzufiigen von Glucose, 
doch sind diese Unterschiede rein quantitativer Art. 

10* 
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Tabelle 1. Sauerstoffabgabe von gewaschenen Erythrocyten ohne 
und mit Glucose. 





P | Zucker- i Zucker- 
O2-Abgabe —. schwund ( )>-Abgabe Zucker- | cehy und 
. rahe . rhe 
ie in emm gehalt | wihrend | ver- in emm gehalt | wahrend 
such ———— vor deta des such - — vor dem des 
ohne mit Versuch | Versuchs ohne mit Versueh | Versuch: 
Nr. Glucose Glucose mg-9/ mg-/, Nr. | Glucose Glucose  mg-9', mg-9/, 


60 119 87 f 94 173 
130 221 96 7 36 97 
80 190 92 ‘ 16 95 
24 86 — 1( 17 84 
17 44 - 11 46 132 
157 233 





Die Glykolyse war in diesen Versuchen recht gering, was wohl 
zum grofben Teil dem wiederholten Waschen der Blutkérperchen zu- 
geschrieben werden mui. 

Gibt man Glucose zu einer Aufschwemmung von glucosefreien 
Erythrocyten, so entstehen eigentlich zwei neue Faktoren — die An- 
wesenheit der Glucose selbst und deren Verbrauch bzw. die Glykolyse. 
Wir sahen uns daher gezwungen, experimentell die Frage zu entscheiden, 
was eigentlich in unseren Versuchen wirkt, die Glucose selbst oder die 
Glykolyse? Zur Lésung dieser Frage muBten wir versuchen, den 


zweiten Faktor — die Glykolyse — auszuschalten. 


Zur Glykolyseverhinderung hamolysierten wir die fiinfmal gewaschenen 
Erythrocyten mit dem neunfachen Volumen dest. Wassers. Nach 30 Minuten 
Abzentrifugieren des Stromas und Hinzufiigen von Natriumfluorid bis zu 
einer Konzentration von 0,2%. Den Zucker gaben wir zum Phosphatpuffer 
einer Probe in solcher Menge, um in der Probe eine endgiiltige Konzentration 
desselben von etwa 100 mg-% zu erhalten. In einigen Versuchen war die 
Konzentration der Glucose 300 mg-%. Die Versuche stellten wir bei 
schwach saurer und schwach alkalischer Reaktion an. Der Stickstoff 
strémte 40 Minuten lang durch die Proben. Auf die Farbanderungen in 
den Sauerstoffabsorptionsréhren wurde auch in den ersten Minuten des Hin- 
durchstrémens von Stickstoff geachtet. 


Die Resultate waren folgende: 


Tabelle Il. Glucose und Sauerstoffabgabe von Oxyhamoglobin- 
losungen. 





Oo-Abgabe in cmm 
Pu der ela pcan enacts 
Lisung ohne mit 


Nr. | || Glucose Glucose || 


Versuch Bemerkungen 


41 Die Farbe der Liésungen war, mit 
60 bloBem Auge festgestellt, auch in 
33 den ersten Minuten des Hindureh- 
63 strémens von Stickstoff gleich. 


79 
78 
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Alle Versuche mit Oxyhamoglobinlésungen zeigten somit, dab 
Zugabe von Glucose allein weder in schwach saurer noch in schwach 
alkalischer Lésung einen Einflu®B auf die Sauerstoffabgabe von Oxy- 
hamoglobinlésungen ausiibt. 

(Wird jedoch NaF den Lésungen nicht zugegeben, so kann man 
eine geringe Aktivierung der Sauerstoffabgabe nach Zuckerzugabe 
beobachten, was zwanglos durch schwache Glykolyse im hamoly- 
sierten Blute erklart werden kann). Dieser Befund war eigentlich 
auch zu erwarten, hatte doch Himmerich schon friher feststellen 
kénnen, daB Glucose keinen EinfluB auf die Dissoziation von Oxy- 
hamoglobin ausiibt. 

Die hier angefiihrten Versuche mit Erythrocytenaufschwemmungen 
und Oxyhamoglobinlésungen zeigen somit, dab nicht die Glucose als 
solehe, sondern ihr Verbrauch bzw. die Glykolyse einen Aktivator 
darstellt; der die Sauerstoffabgabe von Erythrocyten stark steigert. 

Man kann uns jedoch hier den Vorwurf machen, dab dieser bio- 
logisch wichtige Befund an gewaschenen und somit ziemlich geschadigten 
Erythrocyten erhoben wurde. Auf eine solche Schadigung schienen 
auch die niederen Zahlen der Glykolyse hinzuweisen. Wir gingen daher 
dazu iiber, unsere Befunde an nichtgewaschenen Erythrocyten zu 
iiberpriifen. Zu diesem Zweck benutzten wir defibriniertes Blut. 
Da wir hier die Glucose vor dem Versuch nicht ausschalten konnten, 
beschlossen wir, das Ausmaf der Glykolyse in einer der Blutproben 
zu andern. Dabei erwarteten wir, daB die Sauerstoffabgabe am gréBten 
in jener Probe sein werde, in der bessere Bedingungen fiir die Glykolyse 
geschaffen waren. 


Eine Anderung in der Intensitat der Glykolyse kann auf verschiedene 
Art und Weise hervorgerufen werden. So ist bekannt, daB Erhéhung 
des pu der Versuchslésung eine Erhéhung der Glykolyse zur Folge hat 
(Warburg und Mitarbeiter, A. Roche und J. Roche). 


Die Versuchsanordnung war folgende: 

1. Sektion: 2 cem defibriniertes Blut + Ilcem m/10  Phosphatpuffer, 
Pu = 7,2; 

2. Sektion: 2cem  defibriniertes Blut + 1lcem m/10  Phosphatpuffer, 
Pu = 7,5; 

3. Sektion: 2cem Ringerlésung + 1 cem m/10 Phosphatpuffer, py = 7,2. 

Allen Proben wurde in Phosphatpuffer noch je 5 mg Glucose hinzu- 
gegeben (um einer ,,Hypoglykimie’ vorzubeugen). Der: Stickstoff perlte 
40 Minuten lang durch die Proben. Wannentemperatur = 38°C. 

Wir sehen aus Tab. III, daB in defibriniertem Blute einer starkeren 
Glykolyse bzw. besseren Bedingungen fiir letztere auch eine starkere 
Sauerstoffabgabe entspricht. DaB die roten Blutkérperchen von Mensch 
und menschenéhnlichen Affen permeabel fiir Glucose sind, wird 
wohl kaum bestritten, die Erythrocyten anderer Tiere sollen dagegen 
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Tabelle U1. Anderung der Glykolyse und Sauerstoffabgabe i1 
Menschenblut. 





O,-Abgabe in emm Zuckergehalt in mg-° 9 | Zuckerschwund in mg-° 
Versuch bei pu bei Dy 
Nr. Y rs 4 re 7,2 7,5 


104 419 ; 18 
102 265 

99 213 22 
62 182 == 
53 89 

57 98 

95 234 
106 404 


nach der Angabe vieler Forscher impermeabel fiir Glucose sein. Von 
neueren Arbeiten kann hier auf die Veréffentlichungen von Fleisch- 
mann und Kaunitz, Hober und Ulrich hingewiesen werden. Die Erythro- 
eyten von Kaninchen sollen danach fiir Glucose impermeabel sein. 
Ihrer Glykolyse nach stehen sie jedoch den Menschenerythrocyten 
sehr nahe (Engelhardt und Lijubimowa, Burger) und wir erwarteten, 
da®B auch in Kaninchenerythrocyten einer starkeren Glykolyse eine 
stirkere Sauerstoffabgabe entsprechen wirde. Diese Erwartung ent- 
sprang dem Gedanken, daB es fiir die Sauerstoffabgabe von Erythro- 
eyten vielleicht gar nicht sc wichtig ist, ob Glucose in letztere eindringt 
oder nicht, geht doch die Sauerstoffabgabe an der Oberflache der Erythro- 
cyten vor sich. Ob nun Kaninchenerythrocyten fiir Glucose permeabel 
sind oder nicht diese Frage wollen wir hier nicht diskutieren —-, die 
Rolle der Glykolyse bei der Sauerstoffabgabe bzw. der Oxyhamoglobin- 
dissoziation muB prinzipiell dieselbe sein wie in Menschenerythrocyten. 


_Mit defibriniertem Kaninchenblut wurden daher dieselben Ver- 
suche angestellt wie mit Menschenblut (Tabelle IV). 


Tabelle ITV. Anderung der Glykolyse und Sauerstoffabgabe in 
Kaninchenblut. 





" 


|, Zuckerschwund in mg-9/9 


O»-Abgabe in emm Zuckergehalt in mg-°/ 
Versuch bei Dy bei py 


Nr. 7,2 7,5 7,2 75 


266 | 144 144 

89 169 136 136 

221 36% 140 140 
158 258 - 


Wir sehen somit auch am Beispiel von Kaninchenblut, daB einer 
stiirkeren Glykolyse eine starkere Sauerstoffabgabe entspricht. 
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Bei unseren Versuchen mit defibriniertem Blute kann und mub 
der Einwand gemacht werden, daB wir nicht nur die Starke der Glyko- 
lyse, sondern auch das px anderten. Vielleicht ist an der Erhéhung der 
Sauerstoffabgabe gar nicht die Anderung der Glykolyse, sondern die 
Anderung des px schuld ? Zur Entscheidung dieser Frage galt es natiir- 
lich, einen dieser Faktoren in den Versuchen auszuschalten, und zwar 
die Glykolyse. 
Wieder wurden die Erythrocyten durch mehrmaliges Waschen von der 
Glucose befreit und folgende Versuchsanordnung getroffen (Tabelle V): 
1. Ansatz: 1,5cem Erythroctyen + 2,5cem Ringerlésung + 1,0 ccm 
Puffer, py = 7,2; 

2. Ansatz: 1,5cem Erythrocyten + 2,5cem Ringerlésung + 1,0 ccm 
Puffer, py = 7,5; 

3. Ansatz: Occm Erythrocyten + 2,5 ccm Ringerlésung + 1,0 ccm Puffer, 
Pu = 7,2. 

Stickstoffdurchperlung 40 Minuten lang bei 38°C. 

Die Ergebnisse (Tab. V) zeigen, daB bei AusschluB der Glykolyse 
Erhéhung des py in der Umgebung der Erythrocyten statt zu einer 
Erhéhung der Sauerstoffabgabe zu einer 
Verminderung derselben fiihrt. Dieses pags : : 

. 2g auf die Sauerstoff- 
Resultat ist demjenigen gerade entgegen- abgabe von glucose: 
gesetzt, welches wir in Anwesenheit von freien Erythrocyten. 
Zuckerverbrauch bzw. Glykolyse erhielten. 


Tabelle V. pq-Wirkung 





O.-Abgabe in emm 
Versuch bei Py 
Nr. > 7.5 


Die Ergebnisse unserer Versuche mit 
defibriniertem Blut hangen somit nicht 
mit einer Aciditatsanderung des Milieus der 
237 98 


Erythrocyten zusammen, sondern werden 1 U 
; , 2 207 80 


bestimmt durch Anderungen der Glyko- 2 906 0) 
lyse, deren Starke bei Erhéhung des pu 

zunimmt. Als Ursache der Sauerstoffabgabeerhéhung ist in unseren 
Versuchen somit die Glykolvse — und nicht die py-Erhéhung zu be- 
trachten. 


Die Sauerstoffabgabe findet, wie gesagt, an der Oberflaiche der 
Erythrocyten statt. Ist dem so — und es ist nicht leicht, sich die Sache 
anders vorzustellen —, so miissen wir mit Oxvhamoglobinlésungen 
bei pu-Anderung der Lésungen prinzipiell dieselben Ergebnisse erzielen 
wie mit zuckerfreien Erythrocyten, d.h. ber Erhéhung des py muB die 
Sauerstoffabgabe fallen. Dies ist einfach aus der Wirkung von py-An- 
derungen auf die Dissoziation von Oxyhamoglobin zu erwarten (siehe 
Barcroft), denn es ist ja klar, daB bei schlechteren Dissoziationsverhalt- 
nissen (Erhéhung des px) fiir Oxyhamoglobin auch die Sauerstoffabgabe 
kleines werden muB. Die Priifung dieser Frage wird gleichzeitig 
klaren, ob mit unserer Versuchsanordnung Ergebnisse erhalten 
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werden, die der Wirklichkeit entsprechen. Wir hamolysierten daher 
wie friiher (siehe oben, zweite Versuchsserie) zuckerfreie Erythrocyten 
und untersuchten die Sauerstoffabgabe solecher Oxyhamoglobinlésungen 
bei verschiedenem py (Tab. VI). 

Wir sehen somit, daB die Wirkung 
Tabelle VI. pu-Wirkung einer py-Anderung auf die Sauerstoff- 

auf die Sauerstoff- 
abgabe von Oxyhamo- 
globinlésungen. 


abgabe von zuckerfreien Erythrocyten 
und Oxyhamoglobinl6sungen _ prinzipiell 





ganz gleich ist. 
Og-Abgabe in emm Wir sehen auch weiter, daB wir bei 
Versuch bei Pu 


Nr. 132 7,5 


unserer Versuchsanordnung dort mehr 
Sauerstoff auffangen, wo die Dissoziations- 
1 95 27 verhaltnisse fiir Oxyhimoglobin giinstiger 
2 = o liegen (in unserem Falle bei pa = 7,2). 
Mit unserer Versuchsanordnung zur Auf- 
angung des von den Erythrocyten abgegebenen Sauerstoffs kénnen 
also Ergebnisse erhalten werden, welche der Wirklichkeit entsprechen. 

Bei ganzlicher Befreiung des Stickstoffs vom Sauerstoff (in den 
Kontrollansétzen wird 0 cmm Sauerstoff aufgefangen) ist der Farb- 
unterschied in den Auffangsglasern in den ersten 4 bis 5 Minuten des 
Sauerstoffhindurchperlens oft am gréBten; nach 40 Minuten ist der 
Unterschied dann zwar noch vorhanden, aber schon kleiner. Wir wieder- 
holten daher unsere Versuche mit defibriniertem Blute, lieBen jedoch 
den Stickstoff nur 5 bis 6 Minuten lang durch die einzelnen Abteilungen 
unseres Apparates perlen. Die kurze Versuchsdauer erlaubte natiir- 
lich nicht, auch den Zuckerschwund mit geniigender Genauigkeit 
zu bestimmen, die Versuchsergebnisse unterschieden sich jedoch prin- 
zipiell in nichts von denen, welche bei 40 Minuten Versuchsdauer er- 
halten worden waren: fiir die Glykolyse bessere Milieuverhaltnsse 
(Erhéhung des pu) fiihrten auch hier zu einer Mehrabgabe von 
Sauerstoff. 

Die Versuchsdauer von 30 bis 40 Minuten in unseren Grund versuchen 
erklart sich durch die Tatsache, daB wir parallel der Sauerstoffab- 
gabe den Zuckerschwund bestimmen muBten: bei 5 bis 10 Minuten 
langer Glykolyse stellt dies jedoch eine mehr als schwierige. Auf- 
gabe dar. 

In unseren Versuchen verdrangten wir die Kohlenséure aus den 
Erythrocyten. Obwohl dies von keiner prinzipiellen Bedeutung fiir 
die Wirkung der Glykolyse sein kann (so oder so fiihrt letztere zu einer 
Sauerung des Hamoglobinmilieus), entschlossen wir uns doch auf 
einige EKinwande hin, die uns gemacht wurden —, Versuche anzustellen. 
in denen die Wirkung der Glykolyse auf die Sauerstoffabgabe von 
Krvthrocyten auch in Anwesenheit von Kohlensaure studiert wurde. 





aher 
yten 
wen 


ung 
toff- 
yten 
piel] 


bei 
iehr 
yNs- 
iger 
pe 
Luf- 
nen 
en. 
den 
irb- 
des 
der 
ler- 
och 
sen 

ur- 
eit 
‘in- 

er- 

sse 


on 


Die Regulierung der Sauerstoffabgabe von Erythrocyten. II. 159 


Wir stellten in Stahlflaschen Mischungen von Stickstoff und Kohlen- 
saure her. Die Mischungen enthielten 4,8, 7,0 und 10,0°, CO,. Die An- 
wendung solcher Mischungen bringt in unserem Apparat gewisse Schwierig- 
keiten mit sich, denn das Durchstr6men von Kohlensiéiure durch Mn(OH),- 
Lésungen (in den Auffangglasern) fiihrte zu einer Neutralisation des NaOH, 
was mit einer Verschlechterung der Sauerstoffbindung verbunden ist. Wir 
muBten daher in jede Apparatur zwei hintereinander gekoppelte Auffang- 
roéhren stellen und in der ersten Roéhre eines solchen Paares die Konzentration 
des Natriumhydroxyds um das Vier- bis Fiinffache erhéhen (zur Neutralisa- 
tion der Kohlensaure). 

Mit solchen Gasmischungen angestellte Versuche ergaben dieselben 
Ergebnisse wie friiher: Besserung der Milieuverhaltnisse fiir die Glyko- 
lyse hatte auch eine erhéhte Sauerstoffabgabe zur Folge, und zwar 
bei allen von uns angewendeten Kohlensdurekonzentrationen. 

Diese Versuche zeigten, wie ja auch zu erwarten war, da} die Wirkung 
der Glykolyse auf die Sauerstoffabgabe grundsatzlich nicht an die An- 
wesenheit von Kohlensaure gebunden ist. Die Wirkung der Glykolyse 
auf die Sauerstoffabgabe von Erythrocyten kann somit auch in Ab- 
wesenheit von Kohleséure zu studiert werden. 

Alle unsere Versuche zeigen somit, daB sogar in vitro eine grobe, 
aktivierende Wirkung der Glykolyse auf die Sauerstoffabgabe von 
Erythrocyten festgestellt werden kann. Diese Erhéhung der Sauerstoff- 
abgabe erreicht in manchen Fallen 300 bis 400 °,, ein Betrag, der natiir- 
lich von biologischer Wichtigkeit sein muB. 

Stellen wir uns die Frage, wie diese Wirkung der Glykolyse erklart 
werden kann, so ist in erster Linie daran zu denken, dab bei der Glyko- 


lyse eine Ansammlung von Sauren, also Sauerung des Milieus statt- 
findet. Sauerung des Milieus wirkt aber, wie bekannt, aktivierend 
auf die Oxyhamoglobindissoziation. Der Umstand, daB diese Sauerung 
in der Nachbarschaft von einem solch starken Puffer wie Haimoglobin 
nicht von grober Dauer sein kann, hat natiirlich nichts zu sagen: zur 
Einwirkung von Wasserstoffionen auf Oxyhamoglobin braucht es nicht 


unbedingt Minuten oder Sekunden Zeit. 

Die Erhéhung der Sauerstoffabgabe von defibriniertem Blute 
durch Alkalisierung des Milieus, in welchem die Erythrocyten auf- 
geschwemmt sind, ist wohl so zu verstehen, daB Alkalisierung zu einer 
Verstarkung der Glykolyse in der Erythrocytenoberflache fiihrt. Lokal- 
acidose ist die Folge. Vermehrung der Wasserstoffionen fiihit aber, wie 
bekannt, zu gréBerer Labilitat des Oxyhaimoglobins. Letztere fiihrt 
zu groBerer Wirksamkeit des Sauerstofftensionsabfalls. GréBere Sauer- 
stoffabgabe ist dann die natiirliche Folge dieses Prozesses. Auf dem 
Wege iiber die Glykolyse im Erythrocyten fiihrt somit die Alkalisierung 
des Erythrocytenmilieus (z. B. des Plasmas) zu einer Acidose in der 
Erythrocytenmembran. 
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Ziehen wir in Betracht, dab die Reaktion des Blutplasmas schwac! 
alkalisch, also wenig giinstig fiir die Sauerstoffabspaltung vom Hamo 
globin ist, so miissen wir dieser durch Glykolyse verursachten ,, Membran 
acidose’* eine wichtige biologische Rolle zuschreiben. 

Noch ein Umstand ist hier in Betracht zu ziehen. Temperatur 
erhéhung beschleunigt bekanntlich die Dissoziation von Oxyhaimo 
globin (Barcroft). Es scheint uns daher nicht fiir ausgeschlossen, dai; 
die bei der Glykolyse fretwerdende Warmeenergie eine positive Rolle 


in der Oxyhaimoglobindissoziation spielen kénne. Die bei der Glykolyse 


freiwerdende Warmemenge ist zwar nicht groB, aber sie entsteht in 
engster Nachbarschaft zu Hamoglobin. 

Die Frage, ob bei der Sauerstoffabspaltung von Hamoglobin die 
sich durch Glykolyse bildenden Aldehyde auch eine Rolle spielen kénnten 
oder nicht, wollen wir vorderhand offen lassen. 

Uber die biologische Rolle der Glykolyse in den Erythrocyten 
lieBe sich recht viel sagen. Wir wollen jedoch hier nur den Umstand 
betonen, daB inden Blutkapillaren nicht allein die prinzipielle Méglichkeit. 
Sauerstoff an die Gewebe abzugeben, entscheidet, sondern die schnelle, 
leichte Abgabe desselben; je schneller und leichter dies geschieht, desto 
6konomischer und vollkommener wird natiirlich auch der Sauerstoff 
bedarf der Gewebe gedeckt. Die ungemein grobe Schnelligkeit, mit 
welcher Oxyhamoglobin seinen Sauerstoff in verdiinnten Lésungen 
abgibt, darf uns hier nicht irrefiihren, denn was fiir verdiinnte Hamo- 
globinlosungen gilt, gilt noch lange nicht fiir Erythrocyten. Hier haben 
wir es mit anderen, noch nicht exakt erforschten Geschwindigkeiten zu 
tun. Die von uns festgestellte Rolle der Erythrocytenglykolyse weist 
letzterer eine wichtige Stelle im Grundumsatz zu. Die Wirkung auf den 
Grundumsatz aber muB von EinfluB auf die verschiedensten Gebiete 
des Stoffwechsels sein. 

"Unsere Ergebnisse erlauben auch noch einen anderen interessanten 
SchluB zu ziehen. Die Erhéhung der OH’-Konzentration vermindert 
die Sauerstoffabgabe von glucosefreien Erythrocyten. Es ist aber be- 
kannt (Lit. siehe bei 2. Gellhorn), daB OH’-Ionen nicht oder auBerst 
schwer in tierische Zellen eindringen. Die Wirkung der OH’-Ionen auf 
Erythrocyten muB daher auf die Oberflachenschicht der letzteren be- 
schrankt bleiben. Die Glykolyse in den Erythrocyten fiihrt zu einer 
vélligen Umkehr in der Wirkung der OH’-Ionen des Erythrocyten- 
milieus auf die Sauerstoffabgabe von Erythrocyten. Dies kann natiirlich 
nur auf dem Wege der Bildung von Saéuren wahrend der Glykolyse 
geschehen. Da die roten Blutkérperchen recht stark gepufferte Gebilde 
darstellen, so kann sich diese Saurewirkung nur am Orte der Glykolyse 
selbst geltend machen. Wir kommen somit zu dem SchluB, dab die 
Glykolyse der Erythrocyten héchstwahrscheinlich in der Oberflache 
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— wenn nicht sogar auf der Oberfliche — der letzteren vor 
sich geht. 

Von diesem Standpunkte aus kann die Glucose ihre biologische Rolle 
in den Erythrocyten auch ohne tiefes Eindringen in dieselben erfiillen. 
Die stark umstrittene Frage der Permeabilitét von Erythrocyten 
fiir Glucose scheint uns daher fiir unsere Fragestellung von unter- 
geordneter Bedeutung. 

Die Feststellung der Rolle der Glykolyse in der Blutatmungs- 
funktion kann uns weitere bestimmte Fingerzeige geben, welche Fak- 
toren eine Beziehung zur Sauerstoffversorgung der Gewebe haben 
kénnen. Alle Faktoren, welche die Glykolyse beschleunigen, miissen 
ceteris paribus auch die Sauerstoffabgabe von Erythrocyten  be- 
schleunigen und umgekehrt — alle die Glykolyse hemmenden Faktoren 
miissen eine hemmende Rolle bei der Sauerstoffabgabe der Erythrocyten 
spielen. Das Studium einer Reihe von solechen Faktoren ist von uns 
in Angriff genommen. 


Zusammenfassung, 


1. In einem speziell konstruierten Apparat wurde die Sauerstoff- 


abgabe von Erythrocyten, defibriniertem Blute und Oxyhamoglobin- 


lésungen studiert. Parallel dazu wurde, soweit nétig, die Glykolyse 
bestimmt. 

2. Hinzufiigung von Glucose zu gewaschenen Menschenerythrocyten 
bewirkt erhéhte (in Einzelfillen bis zu 200°) Sauerstoffabgabe der 
Erythrocyten. 

3. Hinzufiigung von Glucose zu Oxyhadmoglobinlésungen hat 
keinen Einflu8 auf die Sauerstoffabgabe von Hamoglobinlésungen. 


4. Erhéhung des py in defibriniertem Blute um 0,25 bis 0,30 
erhéht nicht nur die Glykolyse, sondern auch die Sauerstoffabgabe 
der Blutprobe. Dies gilt fiir Menschen- und Kaninchenblut. Die Mehr- 
abgabe von Sauerstoff betragt in manchen Fallen 200 bis 300 ©, und mehr. 

5. Erhéhung des pu der Aufschwemmlésung bewirkt Verminderung 
der Sauerstoffabgabe von glucosefreien Erythrocyten. Das Mehr an 
Sauerstoffabgabe bei Erhéhung des py in defibriniertem Blute hangt 
somit nicht direkt mit der Erhéhung des py, sondern mit der Erhéhung 
der Glykolyse zusammen. 

6. Unsere Versuche zeigen somit, daB die Glykolyse in den Erythro- 
cyten eine zgrobe biologische Rolle spielt, indem sie hier als Aktivator der 
Sauerstoffabgabe auftritt. Dieser Umstand muf eine durchaus nicht 
unwichtige Rolle in den Blutkapillaren spielen, wo ein labileres Oxyhamo- 
globin die Wirkung der Sauerstoffpartialdruckdifferenz bedeutend er- 
héhen kann. 

Biochemische Zeitschrift Band 284, 11 
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7. Die beschriebene Wirkung der Erythrocytenglykolyse findet ihr: 
natiirliche Erklarung in der Saéuerung, welche sie an der Oberflach: 
von Erythrocyten hervorruft. Es ist méglich, daB hier auch die bei de: 
Glykolyse freiwerdende Warmeenergie mitspielt. 

8. Die Glykolyse scheint an der Oberfliche der Erythrocyten 
stattzufinden. 
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(ber den Einflu®B des Himatoxylins auf Atmung und Glykolyse 
des Rattenkrebses sowie der Milz bei krebstragenden Tieren. 


Von Ryuzo Iwatsuru und Masakazu Kawaguchi. 
(Aus der II. Medizinischen Klinik der Kaiserlichen Universitat zu Osaka.) 


(Eingegangen am 25, November 1935.) 


1. Einleitung. 

Barron und Harrop (1928) (1) entdeckten eine spezifisch stimulierende 
Wirkung des Methylenblaus auf die Atmung der Erythroevten in 0,2 °,iger 
glucosehaltiger Ringerlésung im Gegensatz zu glucosefreien Ringerlésungen. 
Barron (1930) (2) dehnte dieselbe Untersuchung auf das normale Gewebe 
sowie auf malignen Tumor aus und fand 24- bis 106° ige Steigerungen des 
Atmungsquotienten bei Rattencarcinom, 3,7 bis 22,7°, bei Rattenmilz und 
6,0 bis 26,6 ©, bei der grauen Substanz des Rattengehirns, wahrend er dagegen 
3,3- bis 12,4%ige Verminderung desselben bei Rattenleber, 4,7 bis 62,3 % 
bei Rattenniere und 6,8 bis 25,7°, beim Pankreasgewebe des Kaninchens 
feststellte. Fleischmann und Kann (1933) (3) erhielten mit Barron iiber- 
einstimmende Resultate, indem sie Methylenblau im Atmungstrog auf Netz- 
hautgewebe von Kalb, Schwein, Pferd und Katze wirken lieBen. 

AnschlieBend an Barron hatten Michaelis und Salomon (1930) (4) 
gleichfalls eine Zunahme des Atmungsquotienten durch Methylenblau- 
zusatz bei Anwesenheit von Glucose gefunden, wahrend sie im Gegensatz 
dazu meist negative Resultate bei glucosefreier Ringerlésung erhielten. 

Friedheim (1934) (5) berichtete aus dem Institut von Michaelis, daB 
das Pyocyanin den O,-Verbrauch des Miausesarkoms ungefaihr 22 bis 73% 
steigern kann, obgieich es in glucosefreier Ringerlésung fast keinen EinfluB 
ausiibt. 

Wir haben unsererseits in der letzten Zeit zahlreiche systematische 
Untersuchungen ausgefiihrt, um in Erfahrung zu bringen, ob verschiedene 
organische Farbstoffe die Atmungs- und Glykolysequotienten des Tumor- 
gewebes beeinflussen, und sind dabei durch Zufall auf Phainomene 
gestoBen, die bemerkenswert erscheinen miissen und iiber die wir im 
folgenden berichten. 

2. Methodisches. 

Bei den Untersuchungen sind wir ausschlieBlich der Warburgschen 
manometrischen Methode gefolgt, und zwar haben wir die Atmung 
nach der alten Absorptionsmethode unter ucht, wobei das entstandene 
CO, in Luft und die anaerobe Glykolyse im Gasraum von 95 Vol.-°% 
N, + 5 Vol.-% CO, bestimmt wurde. Die beiden Ringerlésungen 
wurden bei unseren Untersuchungen nach der Vorschrift von War- 
burg (6) sowie Iwatsuru, Hosoda und Nakai (7) hergestellt. Bemerkt 
sei, daB wir, im Gegensatz zur Angabe von Barron, die Atmungsbe- 
stimmung hauptsachlich in glucosefreien Ringerlésungen ausfiihrten. 
Als Versuchsmaterial wahlten wir Flexner-Joblingschen Rattenkrebs, 
dessen Keime 1 Monat vorher bei jungen Ratten von 50 bis 60 g Kérper- 
gewicht hauptsachlich auf der rechten Riickenseite implantiert worden 
waren und bei Versuchsbeginn ungefahr zur DaumenspitzengriBe ge- 
wachsen waren. Dazu wurden weitere Versuche mit dem Milzgewebe sowohl 
der normalen als auch der krebstragenden Tiere ausgefiihrt. Fiir die Ver- 
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suche wurden die Tiere durch Nackenschlag ohne Narkose getétet, Kreb 
gewebe und Milz schnell exstirpiert und diinne Serienschnitte angefertig: 
Trotz des in den diesbeziiglichen Arbeiten dariiber bisher Fes: 
gestellten kénnte natiirlich irgendein Farbstoff, der in der Ringe: 
losung im Atmungstrog enthalten ist, die Stoffwechselquotienten beei 
trachtigen. Wir haben dies in unseren Untersuchungen besonders be 
riicksichtigt, indem wir bei der Atmungsbestimmung frische Gewebe-. 
schnitte zuerst 5 Minuten lang bei 37,5°C in der glucosefreien Ringer. 
losung, die das Hamatoxylin in 0,01 %iger Konzentration enthielt 
eintauchten, so da} das Material swpravital sich zu farben imstande wai 
Nach 5 Minuten wurden die Gewebeschnitte aus der Farbstoff-Ringer- 
losung herausgenommen und fir sehr kurze Zeit in eine far. 
stofffreie, glucosefreie bei 37,5°C gehaltene Atmungs - Ringerlésung 
eingetaucht und einige Male langsam darin hin und her bewegt. 
um den UberschuB des Farbstoffs auf der Oberflache des Gewebe- 
schnittes zu entfernen und dieselben versuchsfertig zu machen. Dann 
wurden die Gewebsschnitte im Gegensatz zur Angabe von Barron in 
einen Atmungstrog mit glucosefreier Atmungs-Ringerlésung ohne 
Farbstoff gebracht, um sogleich die Atmung zu bestimmen, wahrend 
wir gleichzeitig andere Serienschnitte desselben Materials in der be- 
treffenden glucose- bzw. farbstofffreien Ringerlésung genau wie beim 
Hauptversuch zur Kontrolle priiften. Bei der Glykolysebestimmung 
haben wir uns der gewéhnlichen anaeroben Methode von Warburg be- 
dient. Es sei hier betont, daB wir wie gewéhnlich sowohl bei det 
Hamatoxylinprobe (supravitale Farbung siehe oben) als auch beim 
Kontrollversuch mit glucosehaltiger Ringerlésung arbeiteten. 


3. Versuche. 


Tabellen I bis IV sind die Versuchsprotokolle bei glucosefreier Ringet 
lésung. Die eingeklammerten Zahlen zeigen die gleichzeitig ausgefiihrten 
Kontrollwerte mit den nicht gefarbten Schnitten. 


Tabelle I. Hamatoxylin. Atmung des Rattenkrebses. 





c Steige- 
2. O»-Verbrauch Vo, rung 
mg 15 Min. 15 Min. 15 Min. 15 Min. 2 emm pro Std. ; 0), 


Datu iGewabe Druckaénderung in mm 
9 - 


6,2 11,0 11,0 11,0 11,9 | 0.911 40.084 — 6,5 
7,4 12,0 | 12,5 11,5 0,890 42.720 — 58 
(5,8) 8.5 6,0 5 7,0 0990 (27,720) (—4,8) 
(5,6) 6,5 6,5 5 5.5 |0,816 (20,400) (—3,6) 


22 35 25 35 25 0890 10,680 49 | 
(23) 15 20 20 0.990 (6.279) 27) ‘109 
(27); 10 15 ‘5 10897 (5,445) 20) | 


3,9 7,5 8,0 3 8,0 | 0,890 27,590 
4,0 8,( 8,0 ;, 8,0 0,897 28,704 
(4,1) 5, 5,0 : 5,0 0,990 = (19,800) 
(4,7) , 6.5 7.0 | 0911 (23,686) 
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fabelle Il. Hamatoxylin. Atmung der Milz von krebstragenden 
Ratten. 





Steige- 
Vo rung 


. ‘ ruck? rung in mm , 
Datum Gewebe DrackAnderung Oo-Verbrauch 


: VO 
1935 mg 15 Min. 15 Min. 15 Min. 15 Min. “ emm pro Std 


17,5 | 19,5 15,0 19.5 0,890 66,305 — 12,0 

19.0 190 185 19,0 O911 68,781 — 11,0 17 
20,5 | 21.5 | 22.0 | 22.5 | 0,897 (77.591) (— 8,0) | 
90 10,0 ve 0,990 (37,620) (— 7,1) 


96.0IL! 3.0 18,0 145 160 15,0 0,911 55,116 — 183 
26.1. 3, 15,0 140 14,0 14,9 — 0,890 50,730 — 169 53 
y 5 


of 


26.01. (3,6 13,5 10,5 125 11,0 0,990 (47,025) (— 13,0) 
26.111. ; 15,5 | 145 140 130 0,897 (50,680) (— 12,6) 

Aus den Tabellen I und II sieht man, dag der Atmungsquotient 
des Rattenkrebses 46 bis 109°, und der der Rattenmilz von krebs- 
tragenden Tieren durch Haimatoxylin um 37 bis 53°, gegeniiber den 
Kontrollwerten gesteigert wird. 


Tabelle Il. Haimatoxylin. Atmung der normalen Rattenmilz. 





Steigerung 
Vo bzw. Hem- 
: mung in °/9 


Ge- Druckinderung in mm 
Datum webe - wae SAE Sta RN 


. . me) O.-Verbrauch 
a « Sas : , 
1935 mg 15 Min. |} 15 Min. 15 Min. 15 Min. 02 emm pro Std. 


LMT. 54 16,5 17,0 15,0 17,0 0,911 59671 11d) gigi 
LT. 45 16.0 15,5 15.0 16,0 0,890 55,625  — 12,3 | ieige. 
1.1. (4,6) 13,5 18, 13,0 13,0 0,990 (51,975) (— 11,3) | rung : 
4.10. 3,9 12,0 12,5 120 12,0 0,911 48,728 —11,3 
4.1L 3,3 11,0 100 105 10,5 0,890 38380 —116 
4.11. (3,7) 11,5) 11,0 11,0 11,0 0,990 (44,055) (—.11,9) |™U"S 


Hem- 
4 


Tabelle IV. Haimatoxylin. Atmung der normalen Rattenleber. 





Druckiinderung in mm Hem- 


Datum Gewebe O.-Verbrauch 
2 O Yo mung 


1935 mg 15 Min. 15 Min. 15 Min. 15 Min. 2 | emm pro Std. : Fy 
j 

24.11. 4,5 7,0 ,! | 0.911 26,419 | —59 

24.11. 33 4,9 f ‘ 5 0,890 15,708 — 4,7 


24.0. (43) 70 7, 5 0,990 (26.910) (— 6.2) ag 


24.10. (2,1) 4,0 “ * 3, 0,897 (17,820) | (—8,5) 


Der Atmungsquotient des Normaltieres bleibt fast unverandert 
bei der Milz, wie Tabelle III zeigt, oder wird sogar, wie bei der Leber in 
Tabelle IV, durch Haimatoxylin um 28 °%, herabgesetzt. 

Aus den Versuchen der Tabellen V (B) und VI (B) geht hervor, daB 
das Haimatoxylin bei supravitaler Kinwirkung den Sauerstoffverbrauch 
des Krebsgewebes in Anwesenheit von Glucose deutlich steigert, wihrend 
es den des normalen Gewebes ziemlich herabsetzt. 

Zwecks weiteren Vergleichs mit Barrons Arbeiten haben wir zwei 
weitere Versuche ausgefiihrt [Tabelle V (A) und VI (A)], indem wir das 
Hamatoxylinpulver a priori im Atmungstrog 0,01 °,ig in glucosehaltiger 
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Ringerlésung zusetzten. Hier sieht man beim Rattenkrebs 15 bis 54 °/ive 
Steigerung des Atmungsquotienten, doch bei normaler Rattenmilz 
sogar 15°,ige Hemmung desselben. 


Tabelle V. Haimatoxylin. Atmung des Rattenkrebses. 





Druckinderung in mm Steige- 


Datum Gewebe O»-Verbrauch YW rung 
2 


1935 omg | 15 Min. 15 Min.|15 Min. 15 Min. — 92 omm pro Std. 


A. Methode nach Barron. 
eV. Bh 0 6,0 6.5 6,0  O911 23,231 — 6,7 
SS ie 4.0 5,0 5,5 | 4,5 0,890 18,690 — 4,7 | 1 
-IV.): (4,1) 0 | 40 4,9 5 0,999 (16,231) — (— 4,0) 44 
IV. (4,8) 7,0 8,0 90) : 0,897 (28,704) (— 5,9) | 
| 54 


IV.) 48 6.5 6.5 6.5 jt 0.816 21,216 — 4,4 

.1V.! 3,4 3,5 3,5 3,5 3,! 0.890 12,460 — 3,7 
26.1V. (5,3) 3,5 3,5 3,5 3,5 0,990 (13,860) 2,6) 

TV.|| (4,7) 4,0 3,5 4,0 3,5 0,897 | (12,558) | (— 2,6) 

- Methode nach Jiwatsuru-Kawaguchi (supravitale Farbung bei glucose- 
haltiger Ringerlésung). 

8.VII.! 4.3 6,0 6,5 6,0 6.0 | 0,897 21,977 — 5,1 | 
8.VIII. 4,6 5, 6,5 5,0 5,5 | 0,890 19,580 —43 | 42 


8.VIIL.| (3,3) 2,5 30 25 | 30 | 0990 (10890) (—33)) J 


Tabelle VI. Hamatoxylin. Atmung der normalen Rattenmilz. 





nae - ; Hem- 
h.. ruckaénderung in mm P Qy-Verbrauch | mung 

is 0. ‘ 
emm pro Std, : | 0 





Datum Gewebe}_ 

1935 mg || 15 Min, 15 Min. 15 Min. | 15 Min. | O2 
A. Methode nach Barron. 

6. II. 2,8 11,0 | 11.0 10,0 8,5 0,816 33,048 —118 | 

6. III. (2,4) 95 9,5 9.5 9.0 0,897 (83,637) (— 14,0) | 


B. Methode nach Jwatsuru-Kawaguchi (supravitale Farbung bei glucosehaltiger 
Ringerlosung). 
2,0 2,5 | 12,0 | 12,0 || 0,911 44,183 — 12,6 | 
4.5 40 1385 12,5 | 0,890 48,060 — 11,4 15 
9,5 9.5 9,0 | 0,897 (33,687) (— 14,0) 


15 


6. IIL. || 3,5 1 
6.1. 4,2 1 
6. IIT. (2,4) 9,5 





Tabelle VII. Methylenblau. Atmung des Rattenkrebses. 


Steigerung 
bzw. Hem- 
mung in°® 


Ge- Druckiinderung in mm 
Datum | webe —____ the. 





O»2-Verbrauch ( 
’ ' 20. 
1934 mg 15 Min. 15 Min. 15 Min. 15 Min. . 


emm pro Std. 
A. Methode nach Barron bei glucosehaltiger Ringerlésung. 
23.VIII. 3,7 8,0 80 80) 8,0 0,897 28,704 — 7,8 || Steige- 
23.VII. (5,2) 6,5 7,0 65 7,0 0,990 (26,730)  (—5,1)) | rung 53 
B. Methode nach Barron bei glucosefreier Ringerlésung. 


10.VIII. 4,6 7,5 7,0 65 6,0 (0,919 24,813 —54 | Hem- 
10.VIL. (4,6) 11,0 10,9 11,0 10,0 0,897 (37,674)  (—8,2) | mung 34 


C. Methode nach Jwatsuru-Kawaguchi (supravitale Farbung bei glucosehaltiger 
Ringerlosung). 

23.VIIL. 5,0 || 10,0 5 | 10,0 | 10,5 0,911] 37,351 —7,5 || Steige- 

23.VIIT. (5,2)') 6,5 : 6,5 7,0 0,990) (26,730) | (—- 5,1) | rung 47 
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Aus Tabelle VII ersieht man, da das Methylenblau den Atmungs- 
quotienten sowohl nach Barron als auch nach unserer Methode deutlich 
steigert, waihrend es denselben in glucosefreier Ringerlésung ziemlich 
herabsetzt. 


Tabelle VIII. Haimatoxylin. Anaerobe Glykolyse des Ratten- 
krebses. 





snekitedorine : i ae 
Drac kainderung in mm C O,-Entwicklung ( Ny poset 
vy ae 


Os 
1935 mg |/15 Min. 15 Min. | 15 Min. 15 Min. emm pro Std. 0 


Datum Gewebe 


>t 


Oo 


25 140 120 13.0 13,0 0,978 50,596 29,5 
46 23,0 260 240 235 0,952 92,344 20,0 4 
(2,8) | 18,5 | 15,0 | 14,0 | 14,0 | 1,052 (59,438) (21,2) 
(4,0), 21,5 21,5 21,5 20,5 0,960 (83,520) (20,9) | 


gt 


DO DO DO bo 
on 
— ee 


Tabelle IX. Hamatoxylin. Anaerobe Glykolyse der Milz von 
krebstragenden Ratten. 





Druckiinderung in mm Hem- 
— ~ —_—— mung 
0 


Datum, Gewebe € O.-Entwicklung gr: 
uM 


: COs 
1935 mg 15 Min. 15 Min. | 15 Min. 15 Min. emm pro Std. 


5. Il. 9,6 26.0 25.0 25,0 25.0 0,960 96,960 10.0 
5. AT. 9,9 26,0 25,0 240 | 24,5 1,052 99.918 10,1 | 
5. 11. | (7,5) || 22,0 | 19,5 | 21,5 | 18,0 | 0,973 (78,813) (10.5) | 
5. II. (7,2) || 18,0 | 21,0 | 21,0 | 18,0 || 0,952 (74,256) (10,3) 


Auf die anaerobe Glykolyse sowohl des Rattenkrebses als auch der 
Rattenmilz von krebstragenden Tieren tibt das Hamatoxylin fast keinen 
EinfluB aus. (Tabelle VIII und IX.) 


4. Besprechung. 

Wie in der Einleitung erwahnt, beschaftigten sich die Autoren 
bisher mit der Farbstoffwii kung auf den Stoffwechsel der Gewebe aus- 
schlieBlich unter Zusatz desselben im Atmungstrog. So hatten Barron 
mit Methylenblau, Friedheim mit Pyocyanin eine bemerkenswerte 
Steigerung des Atmungsquotienten des Krebsgewebes festgestellt und 
dadurch die Aufmerksamkeit der Fachgenossen in auBerordentlicher 
Weise auf diese Erscheinungen gelenkt. 

Zur Bestiatigung der Arbeit Barrons haben wir dieselben Versuche 
sowohl mit Hamatoxylin als auch mit Methylenblau ausgefiihrt, indem 
wir die Farbstoffe in einer Konzentration von 0,01 °, im Atmungstrog 
glucosehaltiger Ringerlésung zusetzten und haben dabei einen Pa- 
rallelismus der Wirkung der beiden Farbstoffe auf das Krebsgewebe 
konstatiert. 

Wir haben in unseren Versuchen iiber den EinfluB der Farbstoffe 
auf das kranke Material sowie des normalen Gewebes hauptsachlich 
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die supravitale Fdrbung verwendet, da dieselbe am zweckmaBigsten ist. 
In glucosefreier Ringerlésung haben wir mittels der Hamatoxylin- 
Supravitalfarbung des Krebsgewebes sowie der Milz von krebstragenden 
Tieren eine deutliche Steigerung des Atmungsquotienten beobachtet. 
Diese Tatsache verdient als eine spezifische Wirkung des Himatoxylins 
besonders hervorgehoben zu werden, da das Methylenblau dagegen 
unter gleichen Bedingungen stets den Sauerstoffverbrauch vermindert. 

In glucosehaltiger Ringerlésung haben wir eine deutliche Steigerung 
des Atmungsquotienten mittels der Hamatoxylin-Supravitalfarbung 
bei den Krebsgeweben sowie der Milz von krebstragenden Tieren ge- 
funden. 

Durch unsere Versuche wurde also die Tatsache klargestellt, dal 
das Hamatoxylin den Sauerstoffverbrauch des Krebsgewebes sowie der 
Milz von krebstragenden Tieren sowohl in glucosefreier als auch in 
glucosehaltiger Ringerlésung beschleunigt. 


5. Zusammenfassung. 

Unsere mit supravitalgefarbten Materialien erhaltenen Resultate 
fassen wir in folgende Satze zusammen: 

1. Der Atmungsquotient des Rattenkrebses sowie der Milz von 
krebstragenden Tieren wird durch Hamatoxylin deutlich gesteigert. 

2. Diese Steigerung erfolgt sowohl in glucosehaltiger als auch in 
glucosefreier Ringerlésung. 

3. Der Atmungsquotient der normalen, gesunden Rattenmilz und 
-leber bleibt unter dem Einflu8 von Hamatoxylin unverandert oder 
zeigt eine leichte Verminderung. 

4. Auf die anaerobe Glykolyse des Rattenkrebses sowie der Milz 
von krebstragenden Tieren iibt das Hamatoxylin fast keinen Ein- 
fluB aus. 

6. Literatur. 
1) Barron u. Harrop, J. Exp. Med. 48, 207, 1928. — 2) Barron, ebenda 


52, 447 1930. 3) Fleischmann u. Kann, diese Zeitschr. 257, 293, 1933. — 
4) Michaelis u. Salomon, J. Gen. Physiol. 18, 683, 1930. — 5) Friedheim, 
Biochem. J. 28, 173, 1934. — 6) Warburg, diese Zeitschr. 142, 322, 1923. — 


7) Iwatsuru, Hosoda u. Nakai, ebenda 254, 303, 1932. 
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Uber chemische Gruppen der Proteine, die Affinititen 
zu Polysacchariden besitzen’. 
VIII. Rolle des Oxyprolins, Histidins und Lysins. 
IX. Rolle der Bindegruppe C ONH. 
Von 
St. J. von Przylecki, J. Cichoeka und H. Rafalowska. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 17. Dezember 1935.) 


In den vorausgehenden Arbeiten (1) ist gezeigt worden, daB fiir die 
Affinitaét von Proteinen zu Polysacchariden in erster Linie Arginin und 
Tyrosin verantwortlich sind, wahrend eine ganze Reihe untersuchter 
Aminosauren keine Affinitat zeigten. Dagegen waren Histidin, Lysin. 
Oxyprolin und Kreatinin nocht nicht gepriift. In dieser Arbeit soll diese 
Liicke ausgefiillt werden. 


VIII. Versuche mit Oxyprolin, Histidin, Lysin und Kreatinin. 


Diese gut léslichen Aminosauren eignen sich nicht zu Ausfallungs- 
versuchen. Die Versuche wurden daher mit Hilfe von zwei anderen 
Methoden ausgefiihrt: durch polarimetrische Messungen und Stickstoff- 
analysen der mit den erwahnten Aminoséuren geschiittelten Amylose- 
suspensionen. 

Es wurden méglichst konzentrierte Aminoséurelésungen (4 bis 6°) 
bereitet, die mit véllig phosphorfreier Amylose (durch Elektrodialyse aus 
Reisstirke erhalten) oder mit H,O gemischt wurden. Zum Vergleich 
wurden Amyloselésungen in entsprechender Verdiinnung untersucht. Alle 
Ausgangslésungen einer Versuchsserie wurden auf dasselbe pu gebracht. 

Die Bestimmungen wurden bei pu 4, 7 und 8 ausgefiihrt. 

Die Lésungen wurden polarimetrisch untersucht (mit einem Zweifeld- 
polarimeter nach Schmidt und Hdnsch). Als Lichtquelle diente eine Osram- 
Natriumlampe. Die Ablesungen erfolgten 24 Stunden nach dem Mischen 
bei 18°. 

Die erhaltenen Resultate (Tabelle I) beweisen, da sowohl Lysin 
als auch Histidin, Oxyprolin und Kreatinin mit Amylose vermischt 
Drehungen ergeben, die fast der berechneten Summe der Komponenten 
entsprechen. Die Abweichungen A, liegen in der Fehlergrenze der 
Ablesungen (A, = 0,01 — 0,04). Im Gegensatz dazu zeigte Arginin, 
bei pu 7,5 mit Amylose gemischt, eine Abweichung, die weit auBerhalb 
der Fehlergrenze der Methodik liegt, und zwar — 0,15 und — 0,22. Bei 
pu 4 ergaben die Mischungen aller erwahnten Substanzen Drehungen, 
die mit den berechneten Werten iibereinstimmten. 

1 Vorgetragen in der Sitzung der Warschauer Wissenschaftlichen 
Gesellschaft am 9. Dezember 1935. 
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Tabelle I. Polarimetrische Bestimmungen. d = 200mm. T 





Abge- Poly- Abge- Winkel der Mischung 
Pu Aminos&ure * lesener asncharta iesener [-——————— 
Winkel ™ Winkel berechnet beobachtet 


Oxyprolin — 1,45| Amylose y — 0,94 —0,92 —0,02 
- — 1,50 } —0,99 —095 —0,04 
2.67 ” 27 —240 —243 —0,03 
2,67 Dextrin : +963 +959 —0,04 
2,29 Amylose > —1,69 — 1,69 0 
2,35 i —1,77 —1,78 | + 0,01 
2,35 - —1,75 | — 1,75 0 
— 2,385, Glucose +440 +4,32  -- 0,08 


~o 
o~ 


~~) 
2 OO DO Oo 
ba Nes | 


++++ 


INNES 
w 


or 


bw cw 


Arginin- 
earbonat + 0,21 Amylose 
Arginin- 
carbonat + 0,30 
Kreatinin 0 
: 0 
0 


+043 +030 —018 


=I 
or 


==()22 

+ 0,01 
0 

— 0,92 


oro oro 
7 be i Or 
hbo to 


+++ + 
i++ 


ANS 
ee 


Histidin- 
dichlorhydrat — 1,19 
Histidin- 
dichlorhydrat | — 1,30 : — 0,01 k + 0,01 
% Lysin- 
dichlorhydrat + 0,43 , + 1,29) + 1,72 73 |) +0201 
% Lysin- 
dichlorbydrat ** | + 0,25 + 0,23) + 0,48 4 + 0,04 
* Alle Priparate stammten von der Firma Hoffmann-La Roche & Co. 
** Kiirzeres Rohr von d = 100mm. 


— 0,03 


—_ 
oS 
~I] 


te 


ao ~ 
or 


io 


Die mit der Amylosesuspension! erhaltenen Resultate bestatigten 
die mit der polarimetrischen Methode erhaltenen vollstandig. Bei pu 7,5 
konnte nur bei Zusatz von Arginin zur Amylose Stickstoff im Boden- 
kérper gefunden werden. In allen anderen Systemen war die Suspen- 

HO—CH—CH, 
~ sion N-frei. In dem Oxyprolin HyC. iu coo: das zwei asym- 
NH 
metrische C-Atome enthalt, kénnte theoretisch sowohl die N H- als auch 
die OH-Gruppe bei der Entstehung von Verbindungen mit Polysaccha- 
riden teilnehmen. In den vorherigen Abhandlungen wurde aber schon 
nachgewiesen, daB eine > N H-Gruppe unfahig ist, Komplexe mit Poly- 
sacchariden zu bilden. 

Die jetzt erhaltenen Resultate bestatigen diese Annahme und 
zeigen gleichzeitig, daB auch die OH-Gruppe an der Entstehung von 
Polysaccharoproteiden nicht teilnimmt. Wiirde eine in der Nachbar- 
schaft eines asymmetrischen C-Atoms sich befindliche OH-Gruppe an 
der Bildung von Molekiilverbindungen teilnehmen,dann miBte sich «p 
andern, was aber nicht der Fall ist. 


' Die Bereitung der Amylosesuspension ist weiter unten beschrieben. 
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Der Vergleich des Verhaltens von Lysin, Histidin, Kreatinin, 
Arginin und Guanidin beweist aufs neue, daB zur Entstehung des Kom- 
plexes sowohl eine freie NH,- als auch eine Nebengruppe C—NH 

N—H 
anwesend sein muB. H 
Von den fiinf Stoffen: 
H, C—NH, 
(CHy)3 H—C—=C—CH, NH—CO 


a ae NH-© 
CHNH, NHN CHNH, NCH, 


| 
COOH CH COOH CH, 
Lysin. Histidin. Kreatinin. 


2 


1 
1- (CH, 3 


; NI 
NH NI 
| 
CHNH, 
oN A 
COOH NH, 


Arginin. Guanidin. 


NH 


konnte nur mit Guanidin und Arginin eine Bindung mit phosphorfreier 
Amylose nachgewiesen werden, und zwar: 1. durch Entstehung von 
Ausfallungen mit Guanidin bei héheren pxu-Werten (> 7,7) und 2. durch 
Anderung der «,-Werte bei Mischungen von Guanidin oder Arginin mit 
Amylose. Die Systeme Amylose + Lysin, Histidin, Kreatinin sowie 
Oxyprolin ergaben keine Ausfallungen und die «)-Werte der Mischungen 
waren gleich der Summe der Komponenten. 

Somit bleibt die in den vorherigen Abhandlungen ausgesprochene 
Annahme, da von den vielen Aminosauren, die in den Proteinen auf- 
treten, nur das Arginin und Tyrosin Affinitaéten zu Polysacchariden 
besitzen, bestatigt. 


IX. Rolle der Bindegruppe CONH. 

AuBer den Aminosaureresten besitzt jedes Proteinteilchen die 
sogenannte Bindegruppe CONH. Diese Gruppe ist gewib bei ver- 
schiedenen Reaktionen des Proteins beteiligt, z. B. beider Hydratation (2). 

Diese Gruppe soll auch bei der Aneinanderlagerung der Hauptvalenz- 
ketten beteiligt sein (3). AuBer der CON H-Form wird noch von einigen 

OH 
Autoren die Existenz der Enolform —C=N— angenommen (4). 

Die Eigenschaften der CON H-Gruppe kénnen durch die Amino- 
sdurereste stark verandert werden. Ihre Reaktionsfahigkeit kann 
infolge sterischer Hinderungen durch die langen Seitenketten, wie sie 


12* 
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im Lysin, Leucin, Arginin, Glutaminséure, Prolin usw. vorliegen, ver 
mindert werden. Chemisch kann die Reaktionsfahigkeit der CON H 
Bindung durch die benachbarten COOH-, NH,- oder OH-Gruppen 
beeinfluBt werden. Nachdem in den vorherigen Abhandlungen di: 
Rolle der einzelInen Aminoséuren im Proteinteilchen untersucht wurd: 
und die Beteiligung der Arginin- und Tyrosinreste bei der Entstehung 
von Polysaccharoproteiden nachgewiesen wurde, wollen wir jetzt die 
Teilnahme der CON H-Bindegruppe analysieren. 

Dank der groBen Liebenswiirdigkeit von Herrn Geheimrat Prof 
E.. Abderhalden waren wir im Besitz von Pentaglycylglycin, dessen 
Affinitaten zu Amylose und Dextrin bestimmt wurden. AuBerdem 
wurden Versuche mit Glycinanhydrid, Glycylalanin, Glyeyltyrosin und 
Amylose ausgefiihrt. 

Methodik. 

Die Versuche wurden in verschiedener Weise ausgefiihrt. 

1. Durch reine Adsorptionsversuche, bei denen die Suspensionen von 
Di- oder Polypeptiden mit Polysacchariden geschiittelt wurden. 2. Die 
Lésungen von Di- oder Polypeptiden wurden mit dem Polysaccharid versetzt 
und das Peptid aus den Gemischen wieder ausgefallt. Das Auflésen der 
Peptide erfolgte entweder durch Erhitzen (100°), oder durch Zusatz von 
Saure oder Lauge. 3. In einzelnen Fallen wurden Ultrafiltrationsversuche 
ausgefiihrt. 4. Mit Amylosegelen wurde die Bindungsfahigkeit verschiedener 
Praparate gepriift. In den meisten Versuchen wurden Dextrine und Amylose 
aus Reisstirke angewandt. Die durch Elektrodialyse dargestellte und 
gereinigte Amylose war phosphortfrei. 


Pentaglycylglycin (PGG.). 


Pentaglycylglycin wurde mit Hilfe von zwei verschiedenen Methoden 
untersucht. 

50 oder 100 mg des Peptids wurden mit 20 oder 50 ccm einer 1- bis 
1,5% igen Dextrin- oder Amyloselésung geschiittelt, dann 1,2 oder 3 ccm 
n/l!0 NaOH oder HC! bei 0° zugesetzt. Die Systeme wurden oftmals stark 
geschiittelt und nach 30 bis 60 Minuten auf das Ausgangs-pu durch n/10 HC! 
oder NaOH gebracht. Der Niederschlag wurde zentrifugiert, viermal mit 
H,O von 0° gewaschen und die Polysaccharide nach Pfliiger bestimmt. 

Die Amylose bildete nie mehr als 2% des Niederschlagsgewichts. Dextriné 
konnten nicht nachgewiesen werden (Tabelle II). 


Tabelle II. 





Das Polysaccharid bildet °/) des 


Behandlung des Pentaglycylglycins Polysaccharid Niederschlags 


Bis 100° erhitet ... we 6 Amylose 
In NaOH aufgeschwammt . . 2 
In HCl aufgeschwammt . | S 
Bis 100° ermitat © =... se Dextrin 
In NaOH aufgeschwammt .. | a 
In HCl aufgeschwammt. . . . || 4% = 
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Bei der anderen Versuchsart wurden die Peptidsuspensionen mit einer 
0,3 %igen Amylose- oder Dextrinlésung 3 Stunden geschiittelt, wobei das 
pu entweder die ganze Zeit unverandert blieb, oder durch n/10 NaOH oder 
HCl fiir die Dauer des Schiittelns geandert wurde. Zur Kontrolle wurden 
gleiche Versuche mit Amylose oder Dextrin allein ausgefiihrt. 

In allen diesen Fallen konnte kein Unterschied zwischen der Konzen- 
tration der Polysacchaiide in den Kontrollversuchen und in dem Gemisch 
Peptid— Polysaccharid beobachtet werden (‘labelle LI). 


Tabelle II]. Adsorptionsversuche mit Pentaglyeylglyein (PGG.). 
(Mittelwerte aus vier Versuchen.) 





0/9 Polysaccharid gefunden in der Lisung 
Vorbebandlung ale mit PGG eo ee 


geschiittelt Kontrolle 


| bie 100 ophitet: <. ok ois. 0,308 0,316 
Amylose ; in NaOH aufgeschwemmt . . 0,309 0,316 
| in HCl aufgeschwemmt. . . . 0,307 0,316 
| bie TOU erhiitet” 22) wees 0,510 0,514 
Dextrin ; in NaOH aufgeschwemmt . . 0,520 0,518 
| in HCl aufgeschwemmt.. . . 0,505 0,519 


Hlycinanhydrid. 


1g Anhydrid wurde mit 100 cem 2 °,iger Amylose-, Stairke- oder Dextrin- 
lésung entweder durch Erhitzen (100°) oder durch NaOH oder HCI gelést. 
Das System wurde sofort in Eis gestellt und auf px 7,65 oder 5 gebracht. 
Der voluminése Niederschlag wurde mit H,O (von 0°) viermal gut gewaschen 
und der N und die Polysaccharide nach Pfliiger bestimmt. 

In anderen Versuchen wurde das Anhydrid in einem bekannten 
Volumen H,O, NaOH oder HCl gelést, dann ein gleiches Volumen 
0,4- oder 0,7 °,iger Amylose-, Starke- oder Dextrinlésung zugesetzt. Das 
Anhydrid wurde bei 0° ausgefallt, und die Polysaccharide in der abfiltrierten 
Lésung nach Pfltger bestimmt. Als Kontrolle diente eine ahnlich behandelte 
Amylose oder Dextrinlésung. 


Tabelle IV. 





Das Polysaecharid bildet °/9 


Behandlung des Glycinanhydrids | End-pg Polysaccharid des Niederschlags 


°,, Amylose 0.9 0,6 
. 0,8 1,1 
. 13 0,7 


100° geldist . 2. 2... 6,5 
100°, ar gaa a 5,0 
100° a aee 7,0 
Lauge SHeaegl tac: 6,0 

. spleen: teres 5,0 
HCl ache cael conned 6,0 
100°, Ean 6,0 
Lauge , ee 6,0 
100°, eters io, 6.0 
NaOH Par ee 6,0 
HCl Cn SO 6.0 


ono 
° 
wie OO Rh Oe 


” 


° 


” 


0 


by p 
» Dextrin 


0 y 
>) Starke 


” 


CO Ne GS 


~O~9 
WOO wD 


-—OOo- oO & 


PO do ho ee eR Re 


ee) 
_ 


” 





174 St. J. von Przylecki, J. Cichocka u. H. Rafatowska: 


In beiden Fallen konnte keine Bindung von Polysacchariden mit 
Anhydrid nachgewiesen werden (Tabelle [V und V). Die Polysaccharid« 
bildeten weniger als 2° des Niederschlagsgewichts. Die Konzentration 
der Polysaccharide, die in Lésung blieben, war in der Kontrolle und den 
Systemen mit ausgefalltem Glycinanhydrid gleich. 


Tabelle V. Adsorptionsversuche mit Glycinanhydrid (GA.). 
(Mittelwerte aus sechs Versuchen.) 





°/) Polysaccharid ge- °/9 Polysaccharid ge- 


Vorbehandlung funden in der Lésung Vorbehandlung _funden in der Lésung 


A>) 
x 


mit GA. Kontrolle mit GA. Kontrolle 


| In 100° gelést | 0,296 | 0,305 In HCl gelist 
| + Amylose |, 0,289 | 0,308 + Amylose 0,289 0,292 
| 


InNaOH gelést{) 0,312 0,320 o | In 100° gelost } 0412 0,410 
+ Amylose | 0,318 0,322 15, + Starke | 0408 0,411 
In HCl gelost 5 \InNaOHgeldst{, 0407 0,412 
+ Amylose 0,287 0,299 || + Starke 0,410 0,410 


CroVvoror or 


MD OUD 


os 
oo 





Di- und Tripeptide. 

Die Versuche mit Glycylglycin, Glycylalanin, Glycyltyrosin und Leucy|- 
glyeylglycin wurden ebenfalls nach zwei Methoden ausgefiihrt. 

Mit Amyloselésungen, die die erwahnten Peptide enthielten, wurden 
Ultrafiltrationen durchgefiihrt. Dabei wurde die Apparatur nach Zsyq- 
mondy mit Kollodiummembranen angewandt. Das Verfahren ist in der 
Arbeit mit Grynberg (5) beschrieben worden. 

AuBerdem wurden Versuche mit Amylosesuspensionen, die mit den 
Peptiden geschiittelt wurden, ausgefiihrt. Phosphorfreie Amylose wurde 
mit Aceton ausgefallt und getrocknet. 5 g wurden in 100 cem H,O von 80° 
nur teilweise gelést. Es blieb ein gut gequollenes Gel zuriick, das mit den 
Peptiden bei 10° geschiittelt wurde. Das Gel wurde mit H,O bei 0° gewaschen 
und der N im Niederschlag bestimmt. 


Nur mit Glycyltyrosin wurde eine Bindung zwischen den unter- 
suchten Peptiden und phosphorfreien Polysacchariden nachgewiesen. 
Bei Anwendung anderer Peptide konnte in den Ultrafiltrationsversuchen 
keine Differenz zwischen der Konzentration des Filtrats aus dem Kontroll- 
versuch und der Mischung Peptid-Amylose festgestellt werden. Ebenso 
war in den Versuchen mit Amylosegelen kein N in Gel nachzuweisen ' 
(Tabelle VI) 


' Im V. Teil dieser Abhandlungen wurde das Seidenpepton auf seine 
Fahigkeit, mit Amylose Verbindungen zu geben, untersucht. Es wurde an- 
gegeben, daB das Pepton ein Tetrapeptid ist, und nach der Methode von 
E. Fischer und E. Abderhalden (Sitzungsber. d. Kénigl. PreuB. Akad. d. Wiss. 
30/31, 575, 1907) bereitet wurde. Nach der auf den Seiten 578 bis 579 be- 
schriebenen Methode erhielten die Autoren ein aschefreies Priparat, das 
wahrscheinlich ein Tetrapeptid war, und aus 2 Glykokoll, Alanin und 
Tyrosin bestand. — Herr Geheimrat Prof. H. Abderhalden teilte uns brieflich 
mit, daB unsere Annahme nicht ganz richtig ist. Das in der beschriebenen 
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Uber chemische Gruppen der Proteine usw. 


Tabelle VI. mg N im Ultrafiltrat in 5 cem. 


(Mittelwerte aus vier Versuchen.) 





Filtrat 
Zugesetztes Peptid* Differenz in °/o 
Amylose + Peptid Peptid + H,0O 


a 
= 


. 2,9 6 
Glyeylglycin . . eer a aan 
Glycylalanin 14,5 14,3 

ah er tne DO 14,5 15,1 
Leueylglycylglycin. . . . shies va 
Glyeyltyrosin 18,8 21.6 

yeyltyrosin .. ..... 18.4 20/8 


“le Se ne 


Pu 4 | 
Pn 7 | Amylose + H,0 


Alle Praparate stammten von der Firma Hoffmann-La Roche & Co. 


0 
1 0 


Die erhaltenen Resultate beweisen eindeutig, daB bei den von uns 
angewandten Stoffen die CONH-Gruppen keine Rolle bei der Ent- 
stehung von Polysaccharoproteiden spielen kénnen. Das betrifft sowohl 
die phosphorfreien (Amylose-, Dextrin), wie auch die phosphorhaltigen 
(Starke) Polysaccharide. Diese Resultate kénnen, wie alle mit begrenzter 
Komponentenart ausgefiihrten Versuche, nicht verallgemeinert werden. 
Jedenfalls ist sicher bewiesen, da die CONH-Gruppe in Fallen, 
in denen sie aus Monoaminomonocarbonsaéuren entsteht, und in 
welchen die Aminosaurereste aus apolaren Gruppen gebaut sind, bei 
der Entstehung von Polysaccharoproteiden nicht teilnimmt. Sterische 
Hinderungen sind bei den durch uns untersuchten Kérpern sicher aus- 
geschlossen. Wie sich die CONH-Gruppe in Peptiden, die Arginin-, 
Lysin-, Guanidinreste enthalten, verhalt, kann nur durch weitere Ver- 
suche mit Peptiden oder Proteinen aufgeklart werden. Die bei der Weiter- 
fiihrung unserer Arbeit ausgefiihrten Versuche zeigten, daB auch die 
CON H-Gruppe von Proteinen, die viel Cystin (Seralbumin), Glutamin 
oder Oxyglutaminsaure (Lactalbumin), weiter viele Hexonbasen als 
Lysin enthalten (Seralbumin), mit Polysacchariden keine oder fast keine 
Verbindungen geben. 


Weise erhaltene Seidenpepton enthalt auBer dem Tetrapeptid noch viele 
andere Stoffe. Dieser Einwand von Geheimrat Abderhalden ist gewiB richtig, 
wie aus vielen Arbeiten seines Instituts ersichtlich ist. — Nachdem wir aber 
jetzt durch unsere weiteren Untersuchungen nachgewiesen haben, daB 
andere Aminosauren, auBer Arginin (das ganz bestimmt in unserem Seiden- 
pepton abwesend war), und die CON H-Gruppe keine Affinitaten zu phos- 
phorfreien Polysacchariden besitzen, ist unser SchluB, daB das erwihnte 
Seidenpepton nur durch die Tyrosinreste Komplexe mit Polysacchariden 
bilden kann, bewiesen. 





St. J. von Praylecki, J. Cichocka u. H. Rafatowska. 


Zusammenfassung. 


L. Oxyprolin, Histidin, Lysin und Kreatinin, mit Amylose gemischt 
und polarimetrisch untersucht, zeigen sowchl bei pu 4 als auch 7 oder 8 


diejenige Drehung, die der Summe der Einzelkomponenten entspricht. 


Bei héherem pu entstehen keine Niederschlage. Im Gegensatz dazu 
ergibt Arginin + Amylose bei pu > 7 einen Komplex, dessen «, kleine: 
ist als derjenige der Komponenten. 

2. In verschiedener Weise ausgefiihite Versuche zeigten, dab dic 
CONH-Gruppe bei der Entstehung von Polysaccharoproteiden keine 
Rolle spielt. Von den vielen Stoffen, die die Gruppe CON H enthalten 
konnte eine Bindung nur zwischen Amylose und Glycyltyrosin beob- 
achtet werden. 

3. Somit erscheint es nach Untersuchung fast aller Aminosaéuren 
(auBer Methionin, Serin, Oxyglutaminsdéure und den noch unbekannten 
Aminosaéuren) éuBerst wahrscheinlich, daB von allen im Protein an- 
wesenden Aminoséuren nur Arginin und Tyrosin zur Bildung von 
Komplexen mit Polysacchariden befahigt sind. 


Literatur. 


1) Diese Zeitschr. 277, 416, 420, 424, 1935; 280, 92, 96, 1935; 281, 362, 
1935; 282, 420, 422, 1935. — 2) J. H. de Boeru. C. 1. Dippel, Rec. Trav. Pays 
Bas 52, 214, 1933; D. 1. Lloyd u. H. Phillips, Trans. Far. Soc. 29, 132, 1933. 
— 3) W. T. Astbury, Kolloidzeitschr. 69, 340, 1934. —- 4) A. Fodor, ebenda 
68, 203, 1933. 





Uber die Konstitution des Glutokyrins. 


Ill. Mitteilung zur Kenntnis des Kollagens. 
Von 
W. Grassmann und kh, Riederie, 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 


(Eingegangen am 21, Dezember 1935.) 


Um Kenntnisse iiber die Anordnung der Aminoséuren in den Eiweib- 
kérpern, insbesondere in der Gelatine und damit im Kollagen, zu er- 
halten, haben wir in unserer 1. Mitteilung! die Untersuchung der 
Siegfriedschen Kyrine wieder aufgenommen. 


Damals fiihrten wir aus, daB zunachst nur von der Untersuchung 
charakteristischer, niedermolekularer Abbauprodukte — wir verstehen 
darunter in erster Linie Peptide von geringer Kettenlinge im Gegensatz 
zu hdheren Abbauprodukten wie ,,Albumosen‘* usw. — bestimmte Auf- 
sehliisse hinsichtlich der Anordnung der einzelnen Aminosaéuren im Eiweib- 
molekiil zu erwarten seien. AuBerdem wurde darauf hingewiesen, dai die 
bisher isolierten, ‘ristallisierten. Peptide im allgemeinen nur geringe Be- 
deutung fiir die Kenntnis der Eiwei$struktur erlangt hatten; hauptsachlich 
deshalb, weil sie nur in geringer Ausbeute gewonnen werden konnten. Abder- 
halden und Bahn* bezeichnen unsere Stellhungnahme als unverstandlich und 
fiihren aus: ,,Vorwartsbringen kann uns in der Erkenntnis der Struktur der 
Proteine nur die Isolierung von Abbauprodukten, in denen mehrere Amino- 
siuren enthalten sind, und deren Aufbau sich einwandfrei feststellen laBt, 
sei es durch Identifizierung mit der entsprechenden synthetischen Ver- 
bindung, sei es auf Grund verschiedener Haftfestigkeit von OC—NH- 
Bindungen‘*. Wir kénnen keinen wesentlichen Unterschied zwischen unserer 
frither geiuBerten Ansicht und dieser Feststellung erblicken. Es entspricht 
vollstandig unserer Auffassung, daB beispielsweise fiir die Konstitutions- 
aufklarung des Seidenfibroins die Isolierung von Peptiden, wie Glycylsery!- 
prolyl-tyrosyl-prolin usw.*, von erheblicher Bedeutung ist. Allerdings mu 
man, um iiber das ganze Konstitutionsbild eine Ubersicht zu bekommen, 
Abbauprodukte isolieren, welche die am Aufbau des betreffenden Eiweib- 
k6érpers mafgeblich beteiligten Aminosiuren in moéglichst groBer Ausbeute 
enthalten. 


Ein Abbauprodukt, das wenigstens zum gréBten Teil diese Be- 
dingungen erfiillt, diirfte in den Siegfriedschen Kyrinen vorliegen, die 
durch unvollstandige Saurehydrolyse aus Gelatine gewonnen und mittels 
Phosphorwolframsaure abgeschieden werden ; sie enthalten noch ungefabr 
40 %% der basischen Aminosauren, die im Kollagen, bzw. in der Gelatine 


1 W. Grassmann u. O. Lang, diese Zeitschr. 269, 211, 1934. 2 BE. Abder- 
halden u. A. Bahn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2384, 181, 1935. 3 BE. Abder- 
halden u. Mitarbeiter, ebenda 210, 246, 1932; 219, 72, 1933. 





178 W. Grassmann u. K. Riederle: 


vorhanden sind. Daf es sich bei dem Glutokyrin nicht, wie Skraup 
annimmt, um undefinierte Gemische vorwiegend basischer Aminosauren 
handelt, haben wir in unserer I. Mitteilung gezeigt. Wir erhielten unte: 
bestimmten Hydrolysenbedingungen Glutokyrine mit folgenden charak 
teristischen Eigenschaften : 

1. Die Basenfraktion, auf welche zwei Drittel des Gesamt-N de: 
Glutokyrins entfallen, besteht aus Arginin und Lysin im molekularen 
Verhaltnis 1: 1; vom Stickstoff der Monoaminosaéurenfraktion kommt 
ein Drittel dem Prolin oder Oxyprolin zu, der Rest entfallt auf die nicht 
cyelischen Aminosduren. Das Glutokyrin ist demnach aus je einem 
Molekiil Arginin, Lysin, Prolin (bzw. Oxyprolin) und zwei Molekiilen 
nichteyclischer Aminosauren aufgebaut. 

2. Die beteiligten Aminosauren sind nicht zu einem Pentapeptid 
vereinigt, sondern es handelt sich um ein Gemisch basischer Peptide. 
vermutlich der Di- und Tripeptidstufe; freie Aminosauren sind nicht 
nachzuweisen. 

3. Das gesamte Prolin (Oxyprolin) ist mit seinem Iminostickstoft 
peptidartig verknipft. 

Von den genannten Aminosdéuren wurde das Arginin quantitativ als 
Flavianat gefunden. Lysin ist als schwerlésliches Reinecke-Salz? und als 
Pikrat, wenn auch in maBiger Ausbeute, isoliert worden, wahrend Glykokoll 
als Esterchlorhydrat charakterisiert werden konnte. Die Esterdestillation 
der Monoaminosaurefraktion nach £. Fischer wies auBerdem im wesentlichen 
auf Leucin oder Isoleucin hin, dagegen ist die Isolierung der cyclischen 
Monoaminosaure (Prolin oder Oxyprolin), deren Vorhandensein angenommen 
werden muBte, damals nicht erreicht worden. Glutaminsiéiure konnte im 
Gegensatz zu den Befunden von Levene*® nicht nachgewiesen werden. 

Um uber die Struktur des Glutokyrins weitere Aussagen machen 
zu kénnen, muBte versucht werden, eine Trennung der angenommenen 
Di- und Tripeptide herbeizufiihren. In dieser Richtung liegen schon 
Versuche von Levene (I. c.) vor, der die Kosselsche Silberbarytmethode 
fiir die Fraktionierung seines Kyrins zur Anwendung brachte. Er 
beschreibt die Isolierung eines Dipeptids aus Arginin und Glutamin- 
saéure und gibt der Vermutung Ausdruck, daB das Kyrin im wesentlichen 
aus diesem Dipeptid und einem noch nicht naher charakterisierten 
Tetiapeptid, dem das Lysin angehéren soll, besteht. Diese Befunde 
stehen teilweise im Gegensatz zu unseren oben angefiihrten Ergebnissen. 
Wir haben daher auch bei unserem Glutokyrin die Kosselsche Silber- 


barytmethode angewandt und dariiber hinaus versucht, die Bestandteile 
der Peptidfraktionen zu isolieren und zu charakterisieren, sowie weiter- 


1 Zd. H. Skraup, Monatsh. f. Chem. 26, 663, 1906. — ? W. Grassmann 
u. O. Lang, vgl. Dissertation O. Lang, Miinchen 1934. 3 P. A. Levene u. 
T.J. Birchard, J. of biol. Chem. 18, 277, 1912. 
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hin die Verkniipfungsverhaltnisse der Bausteine festzustellen; Aufgaben, 
die von Levene nicht oder nur teilweise durchgefiihrt worden sind. 

Es gelingt, das Glutokyrin mit der Silberbarytmethode in zwei 
charakteristische und voneinander vollkommen verschiedene Fraktionen 
zu zerlegen. Entsprechend dem Arbeitsgang bei der Trennung des 
Arginins vom Lysin bezeichnen wir den mit Silbersulfat in baryt- 
alkalischer Lésung gefallten Anteil als Argininfraktion und den aus dem 
Filtrat des Silberniederschlags isolierten Anteil als Lysinfraktion. Aus 
30 g Glutokyrinsulfat konnten nach dem im experimentellen Teil be- 
schriebenen Verfahren 4,2 g Argininfraktion und 6g Lysinfraktion, beide 
als Sulfat, erhalten werden. Die Produkte waren amorph. 


Argininfraktion. 


Die Diazoreaktion und die Reaktion nach Kapeller-Adler' auf 
Histidin fielen negativ aus. Das Produkt ist also vollkommen frei von 
Histidin. Die qualitative Priifung auf Prolin nach Grassmann und 
v. Arnim® laBt, auch nach der Hydrolyse mit Salzsdure, nur auf Spuren 
von Prolin schlieBen. Eine Fallung mit Flavianséure konnte nur nach 
vorausgegangener Saurehydrolyse erhalten werden; das gesamte Arginin 
liegt also in gebundener Form vor. 

Die Stickstoffverteilung nach van Slyke ergibt folgendes Bild: 


Tabelle I. 





Amino-N : Gesamt-N 
—— ——-——— Mono- — Arginin-N 
Basen-N aeeatae in der M der als Flavianat 
vor der nash der’ || Gesamte | Waawwe:  \eiccse ae, : 
Hydrolyse | Hydrolyse ~ | Gesamt-N  fraktion “faldien — 


0/5 0 0 0 0 0 e 0 0 0 0 


Amino-N : Gesamt-N 


ber. 20,0 40,0 80,0 20,0 25.0 100.0 
gef. 19,7 40,1 80,1 19.9 26,5 95.5 


Die Analysenergebnisse schlieBen die Anwesenheit von Lysin aus 
und sprechen eindeutig fiir das Vorliegen eines Dipeptids aus Arginin 
und einer nichtcyclischen Monoaminosaure. Die unter dieser Annahme 
errechneten Werte (Tabelle I) stehen in ausgezeichneter Ubereinstimmung 
mit den gefundenen. Die etwas gréBere Abweichung der Werte fiir die 
Monoaminosaurefraktion, die iibrigens kaum auBerhalb der Fehlergrenzen 
liegt, l4Bt sich vielleicht durch das in Spuren anwesende Prolin erklaren. 
Die Basenfraktion ist durch eine Flavianatfallung zu 97°, als Arginin 
identifiziert worden, was dem fiir diese Fraktion gefundenen Verhaltnis 
zwischen Amino-N und Gesamt-N durchaus entspricht. In Uberein- 


1 R, Kapeller-Adler, diese Zeitschr. 264, 131, 1933. 2 W. Grassmann 
u. K.v. Arnim, Ann. 509, 288, 1934; 519, 192, 1935. 
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stimmung damit ergibt auch die unmittelbare Abscheidung des Arginin- 
aus dem Hydrolysat eine Ausbeute von 78,3 ° des Gesamt-N (anstat' 
ber. 80°). Die Identifizierung der auBerdem beteiligten Monoamino 
sure konnte bis jetzt nicht erreicht werden. Ausgeschlossen wurde 
aber die Anwesenheit von Glykokoll: auch Glutaminsaure war nicht zu 
isolieren. Mit der weiteren Untersuchung dieses Dipeptids sind wir noch 
beschaftigt. 
Lysinfraktion. 


Die Lysinfraktion ist wie die Argininfraktion frei von Histidin. 
Da Arginin vor und nach der Hydrolyse nicht nachgewiesen werden 


konnte, diirfte durch die Silberfallung eine vollstandige Trennung der 
im Glutokyrin vorhandenen Arginin- und Lysinpeptide erzielt worden 
sein. Im Gegensatz zur Argininfraktion enthalt die Lysinfraktion 
Prolin und Glykokoll; da die Farbreaktionen! auf diese Aminoséuren 
erst nach der Hydrolyse positiv ausfallen, liegen beide Aminosauren 
in gebundener Form vor. 

Die Stickstoffverteilung nach van Slyke ergibt folgendes Bild: 


Tabelle II. 





Amino-N : Gesamt-N | Mono- Amino-N : Gesamt-N 
nape! Reson N - nieeennren 1 as uae ee 
vor der nach der — x |G N in der in der Mono- 
Hydrolyse Hydrolyse Gesamt-N | Gesamt-} Baserfraktion aminosiurefraktion 


0} Of 9/9 | 0'»9 0/9 9/9 


ber. 59,0 75,0 50,0 50,0 100,0 50,0 
gef,. 49,6 74,8 | 48,3 51,7 100,7 47,9 


Lie errechneten Werte in der Tabelle gelten fiir die Annahme, dab 
ein Tripeptid vorliegt, das sich aus einem Molekiil Lysin, emem Molekiil 
Prolin bzw. Oxyprolin und einem Molekiil nichtcyclischer Monoamino- 
saure aufbaut. Eine Gegeniiberstellung der gefundenen und der von 
der Theorie geforderten Ergebnisse laBt diese Vermutung als sicher 
erscheinen. Bewiesen wird diese Auffassung durch die auf praparativer 
Grundlage erzielten Resultate. 

Da der Stickstoff der Basenfraktion ausschlieBlich als Amino-N 
vorliegt, sollte die Fraktion nur aus Lysin bestehen. Um dies sicher- 
zustellen, wurde der nach der Hydrolyse in die Basenfraktion gegangene 
Anteil des Lysinpeptids in das Pikrat tibergefiihrt. Die in einer Ausbeute 
von 58,9°% isolierte Verbindung stimmte im Schmelzpunkt und Stick- 
stoffgehalt mit Lysinpikrat iiberein. Eine kolorimetrische Bestimmung 
des Glykokolls nach der von Klein und Linser? ausgearbeiteten Be- 


1 Prolinreaktion nach W.Grassmann u. K.v. Arnim (1. ¢.); Glykokoll- 
reaktion nach G. Klein u. H. Linser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 205, 251, 1932. 
— ?l.cl. 
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stimmungsmethode, die auf einer Farbreaktion dieser Aminoséure mit 
o-Phthaldialdehyd beruht, ergibt, daB 47,7 °, (anstatt 50°) des Gesamt-N 
der Monoaminosaurefraktion dem Glykokoll angehéren. Mit dem von 
M. Bergmann! angegebenen Prolinreagens, dem Ammonsalz der 
Rhodanilinséure, kénnen aus dem Hydrolysat des Peptids 22,6°, (an- 
statt 25°.) des Gesamt-N als Komplexsalz des Prolins abgeschieden 
werden. Bei einem Versuch, die Aminosdure aus diesem Komplexsalz 
zu erhalten, gelang es, 40°, des im Lysinpeptid vorhandenen Prolins 
als reines Prolin zu isolieren. Oxyprolin konnte nicht nachgewiesen 
werden. Aus diesen Befunden kann geschlossen werden, daB das Tri- 
peptid aus Prolin, Glykokoll und Lysin im molekularen Verhaltnis 1: 1: 1 
aufgebaut ist. 

Eine Bestimmung des Verhaltnisses N:H,SO, in dem vorliegenden 
Sulfat des Lysinpeptids zeigt, da auf vier N-Atome 0,95 Aquivalente 
Schwefelsiure treffen, waihrend die Titration nach Wollstdtter und Wald- 
schmidt-Leitz fiir vier N-Atome 2,24 Saureiquivalente ergibt. In dieser 
Zahl sind 0,95 Saéureaiquivalente der vorhandenen Schwefelsiure ein- 
begriffen, so daB noch 1,29 Aquivalente auf COOH-Gruppen entfallen 
wiirden. Man kann also annehmen, dafi auf vier N-Atome eine freie 
COOH-Gruppe trifft. 

Kin Peptid aus Lysin, Glykokoll und Prolin lat sechs Verkniipfungs- 
arten zu. 

I. Prolyl-glycyl-lysin, IV. Lysyl-glyeyl-prolin, 

II. Prolyl-lysyl-glycin, V. Glyeyl-prolyl-lysin, 

III. Lysyl-prolyl-glycin, VI. Glyeyl-lysyl-prolin. 
Beriicksichtigt man den bereits in unserer I. Mitteilung angefiihrten 
Befund, daB im Glutokyrin der gesamte Prolinstickstoff peptidartig 
gebunden sein muB, und die Tatsache, daB das Lysinpeptid ein Verhaltnis 
Amino-N : Gesamt-N von 50° vor der Hydrolyse besitzt, so scheiden 
die Anordnungen I. und II. aus. 

Um zwischen den restlichen vier Verkniipfungsméglichkeiten zu 
entscheiden, wurde die Einwirkung von Enzymen untersucht. Die 
Aufspaltung durch Glycerinauszug aus Niere lieB sich so leiten, daB 
nach Auflésung einer Peptidbindung die Hydrolyse praktisch zum 
Stillstand kommt. Dabei wird eine Carboxylgruppe in Freiheit gesetzt, 
wahrend kein Zuwachs an Aminostickstoff auftritt. An der durch die 
enzymatische Hydrolyse aufgesprengten Peptidbindung ist also der 
Iminostickstoff des Prolins beteiligt. Um iiber die Natur der gebildeten 
Spaltstiicke Naheres zu erfahren, wurden diese mit Phosphorwolfram- 
séure in eine ,,Basen-“‘ und in eine ,,Monoaminosaurefraktion™ auf- 
geteilt und beide Fraktionen dann der Hydrolyse durch Salzséure unter- 
worfen. Hierbei zeigte sich, daB der in die Basenfraktion gegangene 


1 M. Bergmann, J. of biol. Chem. 110, 470, 1935. 
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Anteil bei der Hydrolyse keinen Aminozuwachs aufzuweisen hat, worau 
geschlossen werden kann, daB die Basenfraktion nur aus freiem Lysin 
besteht. In der Monoaminosaurefraktion tritt dagegen bei der Salzséure- 
hydrolyse ein Zuwachs an Aminostickstoff auf, der ungefahr dem fiir 
eine freigewordene NH,-Gruppe berechneten Wert entspricht. Hier 
liegt also ein Dipeptid vor. 

Aus diesen Ergebnissen ist zu schlieBen, daB durch die enzymatische 
EKinwirkung das Lysin aus dem Tripeptid abgespalten wird, worin es mit 
dem anderen Spaltstiick, dem Prolindipeptid, iiber den Iminostickstoff 
des Prolins verknipft gewesen ist. Von den méglichen Formen fiir den 
Aufbau des Tripeptids kann demnach nur eine in Frage kommen: 

Lysyl-prolyl-glycin, 
das durch den Nierenauszug in Lysin und Prolyl-glycin gespalten wird. 
DaB die enzymatische Spaltung in diesem Sinne verlaufen ist, wird 
weiterhin durch die Prolylreaktion mit Isatin nach Grassmann und 
v. Arnim (l.c.) gesichert. Diese Reaktion laBt sich nur mit Prolin und 
Prolinpeptiden, in denen die Iminogruppe des Prolins frei ist?, aus- 
fiihren. Es ist daher vor der enzymatischen Hydrolyse des Lysyl- 
peptids keine Reaktion zu erwarten, wahrend nach der enzymatischen 
Spaltung in der ,,Monoaminoséurefraktion®* (Prolyl-glycin) mit Isatin 
eine Blaufarbung auftreten sollte; in der ,,Basenfraktion® (Lysin) darf 


vor und nach der Hydrolyse mit Salzsiure keine Reaktion stattfinden. 
Die experimentellen Befunde entsprechen diesen Annahmen. 


Es ergibt sich also, daB in unserem Glutokyrin im wesentlichen ein 
Gemisch aus Lysyl-prolyl-glycin und einem (oder mehreren) aus Arginin 
und Monoaminsaéure aufgebauten Dipeptid(en) vorliegt. Die Ergebnisse, 
zu denen wir in der I. Mitteilung auf Grund der Untersuchung des 
unzerlegten Gemisches gelangt waren, werden dadurch bestatigt. Eine 
annaihernd aquimolekulare Mischung aus Arginindipeptid und Lysin- 
tripeptid wiirde, wie man sich leicht iiberzeugt, die Analysenzahlen des 
in der friiheren Mitteilung beschriebenen Glutokyrins ergeben. 

Fiir die Kenntnis der Struktur der Gelatine bzw. des Kollagens 
diirfte nun besonders das Lysintripeptid sehr aufschluBreich sein. 
Bergmann? hat namlich vor kurzem auf Grund von Analysenzahlen, die 
mit seinen neuen Methoden zur Isolierung des Prolins und Glykokolls 
erhalten wurden, eine Hypothese iiber den Aufbau der Gelatine auf- 
gestellt. Nach seinen Befunden macht Glykokoll ungefahr '/;, Prolin '/, 
und Oxyprolin !/, der in der Gelatine anwesenden Aminosauren aus. 
Beziiglich des Glykokoll- und Oxyprolingehalts steht er damit in weit- 


1 W. Grassmann u. K.v. Arnim, Ann. 519, 192, 1935, und zwar S. 200. 
2 M. Bergmann, J. of biol. Chem. 110, 470, 1935. 
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+ . . P i ‘ 
vehender Ubereinstimmung mit den Ansichten von Atkin! und Ast- 
bury?, die sich auf die Dakinschen Analysenzahlen® stiitzen. Es 
liegt also die Vorstellung nahe, daB gerade diese drei Aminoséuren eine 
definierte, periodisch wiederkehrende Anordnung im Proteinmolekiil 
bilden. Bergmann bringt dies in folgenden Formeln zum Ausdruck: 

I. —G— P—X—G—_X—X—G—P —G—X—X 
II. —G—X— P—G—X—X—G—X- x—X—X 
Glykokoll = G, Prolin = P, tibrige Aminosiuren = X. 
Das in unserem Glutokyrin vorliegende Peptid Lysyl-prolyl-glycin 
JaBt sich nur in Schema IJ. einreihen, wahrend es in der Anordnung I. 
nicht untergebracht werden kann. 
—G—L——-P—G-—X—X— G—-X—-P—G— X—-X- 


Wie weit die Bergmannsche Hypothese zutrifft, dariiber kann allerdings, 
wie wir glauben, auf Grund der zum Teil noch unsicheren Analysendaten 
fiir die Gelatine noch nicht entschieden werden. Die Isolierung eines 
Abbauproduktes, in welchem Lysin gebunden an die Gruppierung des 
Prolylglycins enthalten ist, bedeutet aber immerhin eine gewisse 
Stiitze fiir die Hypothese von Bergmann. 


Experimenteller Teil. 
Aufarbeitung und Fraktionierung des Kyrinsulfats mit Silbersulfat. 


30g Kyrinsulfat? (1,13 g Amino-N und 4,03 g Gesamt-N) werden 
in 150 cem Wasser gelést und mit einer gesattigten Lésung von 
Bariumhydroxyd gegen Lackmus neutralisiert. Unter standigem 
Riihren 1a8t man unter Eiskiithlung heibgesattigte Silbersulfatlésung 
aus einer Biirette zulaufen, wodurch die Argininfraktion als Silbersalz 
ausgefallt wird. Der Endpunkt dieser Operation ist erreicht, wenn eine 
herausgenommene Probe der klaren, itiberstehenden — Fliissigkeit 
mit Barytwasser auf einem Uhrglas einen braunen Niederschlag gibt 
(es werden etwa 3 Liter heibgesattigte Silbersulfatlésung bendétigt). 
Um die Fallung der Argininsilberverbindung vollsténdig zu machen, 
setzt man zu der Suspension solange festes, feingepulvertes Barium- 
hvdroxyd unter standigem Riihren hinzu, bis eine an Bariumhydroxyd 
gesittigte Lésung entsteht, die dann 24 Stunden in den Eisschrank 
gestellt wird. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, mit Barytwasser 
aufgewirbelt und so 6fters gewaschen. Um die Argininsilberverbindung 
véllig frei von Beimengungen zu erhalten, wird eine Umfallung vor- 


1 W. R. Atkin, J. intern. Soc. Leather Trades’ Chemists 17, 575, 1933. 
— * W.T. Astbury, Cold Spring Harber symposia on quant. Biology 2, 
15, 1934. —- 3? H. D. Dakin, J. of biol. Chem. 44, 499, 1920. 4 Nach 


W. Grassmann u. O. Lang (1. ec.) hergestellt. 
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genommen. Der Niederschlag wird deshalb mit verdiinnter Schwefel 
sdure gelést, und nach Neutralisation mit Atzbaryt erneut unter den 
obenstehenden Bedingungen mit Silbersulfat gefallt. Der Silbernieder-. 
schlag und die vereinigten Filtrate werden nun, jedes fiir sich, auf gleich« 
Weise behandelt. Sie werden mit 5 n Schwefelséure aufgelést, bzw. an- 


gesauert, zur Entfernung der Silberionen Schwefelwasserstoff eingeleitet 


die tiberschiissige Schwefelsaure durch Zusatz von festem, feingepulvertem 
Bariumearbonat gegen Lackmus_ neutralisiert. Die Niederschlage 
werden wiederholt sorgfaltig mit heiBem Wasser ausgewaschen. Die 
vereinigten Filtrate werden im Vakuum bei einer Badtemperatur von 
40° eingeengt und der verbleibende Sirup dann solange mit 5 n Schwefel- 
sdure versetzt, bis kongosaure Reaktion auftritt. Aus dieser Lésung 
wird dann jeweils die Arginin- wie auch die Lysinverbindung durch 
Einlaufenlassen in 2,5 Liter eines Gemisches von Alkohol-Ather 1:3 
als Pulver gefallt. Die Produkte werden im Vakuum iiber Schwefel- 
sdure getrocknet. Ausbeute: 4,2 g Argininfraktion, 6 g Lysinfraktion. 


A. Argininfraktion. 
1. Stickstoffverteilung nach van Slyke. 
Aufarbeitung nach van Slyke und Hydrolyse werden genau wie in det 
1. Mitteilung beschrieben durchgefiihrt. 

Amino-N 
Gesamt-N 
1,78 mg Amino-N (van Slyke), in 1 eem 1,805 mg Gesamt-N (Mikro-Kjeldah/) 

Amino-N 1,78 

Gesamt-N 9,025 


vor der Hydrolyse; 22,4 mg in 20 cem Wasser gelést; in 5 eem 


19.7%. 


Amino-N : ; 
- , nach der Hydrolyse: 1,1 g hydrolysiert, das Hydrolysat aut 
Gesamt-N f i j 
50 cem gebracht; in leem 1,48mg Amino-N und in 0,2 cem 0,740 mg 
Gesamt-N. 
Amino-N 1.48 ? 
oe Ai ee ee oe EME. 
Gesamt-N 3,70 
Slykesche Aufarbeitung: Zur Aufarbeitung nach Slyke werden 129.47 ing 
Gesamt-N und 51,9 mg Amino-N eingesetzt. 
Basenfraktion: Gesamtbasen in 50ccem gelést; in 2cem 0,94 mg 
Amino-N und in 0,2 eem 0,353 mg Gesamt-N. 


Amino-N 0,94 


— © oe — : 26,5%. 
Gesamt-N 3,535 
Die Basenfraktion enthalt insgesamt 23,5 mg Amino-N und 88,38 mg 
Gesamt-N. 
Monoaminosdurefraktion: Gesamtlésung 50 ccm; in 2,5cem 1,05 mg 
Amino-N und in 0,5 cem 0,220 mg Gesamt-N. 
Amino-N 1,05 
Gesamt-N 1,10 


Insgesamt 21,0 mg Amino-N und 22,0 mg Gesamt-N. 


—— 
« 95,5%. 
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Stickstoffbilanz: Eingesetzt waren 51,9mg Amino-N und 129,47 mg 
Gesamt-N. In der Basen- und Monoaminosaurefraktion wurden zusammen 
wiedergefunden 44,5 mg Amino-N und 110,38 mg Gesamt-N. 

Gesamt-Basen-N 88,38 
Gesamt-N ==——“C—~*:é«CiC BW 

Gesamt-Monoaminosaure-N 22,00 
Gesamt-N "110,38 ° 

Flavianatbestimmung in den Basen: Aus 10cem der Basenlésung 
(17,68 mg Gesamt-N) wurde mit Flaviansaéure das Arginin gefallt. Gefunden 
148,38 mg Argininflavianat vom Schmelzpunkt 274°. Dies entspricht 
52.88 mg Arginin bzw. 17,09mg Arginin-N. Die gesamte Basenlésung 
(50 cem) enthalt demnach 85,45 mg Arginin-N. 

Arginin-N 85,45 
Gesamt-N der Basen 88,38 


80,1%. 


19,9%. 


« = 06,7% 


Arginin-NsCss«C85 45 77.40 

Gesamt-N 110,38 witha 

2. Versuche zum Nachweis der Aminosauren in der Monoamino- 
saurefraktion. 

Prolin!: In 5cem Lésung der Monoaminosiure, mit Phosphatpuffer 
pu 7 versetzt, werden einige Faden von Acetatseide eingebracht, eine kleine 
Menge Isatin hinzugefiigt und das Reaktionsgemisch einige Minuten im 
Sieden erhalten. Die herausgenommenen und mit heiSem Wasser gespiilten 
Faden sind ganz schwach blau gefarbt, was auf Prolin in geringen Spuren 
schlieBen laBt (weniger als 0,5 °,, des Gesamtpeptid-N). 


Glykokoll: Glykokollreaktion mit o-Phthaldialdehyd nach Klein und 
Linser® fallt negativ aus. 

Glutaminsdure: 25 cem der Monoaminosaurelésung, die durch Barium- 
hydroxyd vollstandig von der Phosphorwolframsaure befreit worden waren, 
werden nach der Entfernung der Barium- und Sulfationen im Vakuum 
eingeengt. In den verbleibenden Sirup wird unter Eiskiihlung Salzsauregas 
eingeleitet. Es scheidet sich kein veraschbarer Niederschlag ab. 


3. Isolierung des Arginins als Flavianat. 

In 10 cem Hydrolysat der Argininfraktion (24,68 mg Gesamt-N) wurde 
nach der Kosselschen Methode das Arginin als Flavianat bestimmt. Aus- 
beute 167,9mg Argininflavianat vom Zersetzungspunkt 273° (entspricht 
59.88 mg Arginin bzw. 19,34 mg Arginin-N). Danach betragt der Arginin- 
stickstoff 78,3°, des Gesamt-N (ber. 80°,). 


B. Lysinfraktion. 


1. Stickstoffverteilung nach van Slyke. 
Amino-N sie 2 
- - vor der Hydrolyse: 40 mg in 25 cem Wasser gelést; in 10 cem 
Gesamt-N ; . 
6,92 mg Amino-N, in 1 cem 1,395 mg Gesamt-N. 
Amino-N 6,92 


: oS rd a - 496%. 
Gesamt-N 13,95 . 


1 W.Grassmann u. K.v. Arnim, Ann. 519, 192, 1935. > W. Klein 
u. H.Linser, Zeitschr. f. physiol. Chem, 205, 251, 1932. 
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Amiiio-N 
-— ~ nach der Hydrolyse: 2,5 g hydrolysiert, das Hydrolysat aui 
Gesamt-N : i P . . 
50 cem gebracht; in 1 cem 3,20 mg Amino-N, in 0,2 cem 0,855 mg Gesamt-N 
Amino-N 0,64 74.89/ 
- a . . . . + . oa . . . ( sc > 
Gesamt-N 0,055 ‘? 

Slykesche Aujarbeitung: Zur Aufarbeitung nach Slyke werden 143,9 my 
Amino-N und 192,5mg Gesamt-N eingesetzt. 

Basenfraktion: Gesamtbasen in 50 cem gelést; in 1,25 cem 2,25 mg 
Amino-N, in 0,25 ecm 0,448 mg Gesamt-N. 

Amino-N 0,45 
Gesamt-N 0,448 

Insgesamt 90,0 mg Amino-N und 89,50 mg Gesamt-N. 

Monoaminosdurefraktion: Gesamtlésung 50 cem; in 1,25 eem 1,15 mg 
Amino-N, in 0,25 cem 0,479 mg Gesamt-N. 

Amino-N 1,15 
Gesamt-N 2,397 

Insgesamt 46,0 mg Amino-N und 95,88 mg Gesamt-N. 

Stickstoffbilanz: Eingesetzt waren 143,9mg Amino-N und 192,5 mg 
Gesamt-N. In der Monoaminoséure- und in der Basenfraktion wurden 
zusammen wiedergefunden: 136,0 mg Amino-N und 185,38 mg Gesamt-N; 
daraus berechnet sich: 


- 100,7%. 


« £7,9%. 





Gomut-Senn-¥ ig ot a het 89,50 . 483%. 
Gesamt-N 185,38 ’ 
Gesamt-Monoaminosaure-N 95,88 51.79 

Gesamt-N 185,38 nee 


2. Nachweis von Aminosdauren in der Monoaminosdaurefraktion. 


?lykokoll: Glykokollreaktion mit o-Phthaldialdehyd nach Klein und 
Linser fallt stark positiv aus. 

Prolin: 10cem der Monoaminosaurelésung werden gegen Lackmus 
neutralisiert und mit 1g festem Phosphatpuffer py 7 versetzt. Zu dieser 
Loésung werden 30cem Methanol, die 1g Isatin gelést enthalten, gegeben 
und das Reaktionsgemisch '/, Stunde auf dem Wasserbad unter RiickfluS 
erhitzt. Der von W.Grassmann und K.v. Arnim beschriebene Farbstoff 
scheidet sich in kristallisierter Form ab; Oxyprolin reagiert unter den gleichen 
Versuchsbedingungen nicht. 


3. Isolierung des Lysins als Pikrat. 


Um die Phosphorwolframsaéure zu entfernen, werden 30 cem (53,64 mg 
Gesamt-N) der Basenfraktion mit Atzbaryt bis zur bleibenden alkalischen 
Reaktion versetzt. Vom unléslichen Barytsalz wird scharf abgesaugt, der 
Riickstand mit heiBem Wasser unter Zusatz von etwas Atzbaryt mehrmals 
ausgekocht und bis zum Ausbleiben der Phosphorwolframséurereaktion mit 
heiBem Wasser gewaschen. Ba’ wird mit Schwefelsiure, Cl’ mit Silberoxyd 
entfernt. Durch Einleiten von Schwefelwasserstoff wird vom iiberschiissigen 
Silber befreit, noch vorhandene Schwefelsiure mit Atzbaryt neutralisiert 
und etwaiges Barium durch Einleiten von CO, als Carbonat ausgefiallt. 
Die in den einzelnen Phasen auftretenden Niederschlage werden mehrmals 
in der Reibschale innig mit heiBem Wasser verrieben, scharf abgesaugt und 
die Waschwiasser mit dem urspriinglichen Filtrat vereint. Die vereinigten 





oo YD 


ad 


de 


it aul 


mt-N 


9 my 


25 mg 


15 mg 


od my 
urden 
mt-N ; 


tion. 


nm und 


e=kmus 
dieser 
weben 
ckflub 
‘bstoff 
eichen 


64 mg 
ischen 
t, der 
irmals 
yn mit 
roxyd 
issigen 
ulisiert 
refallt. 
irmals 
xt und 
nigten 





Konstitution des Glutokyrins. 187 


Losungen werden auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft, der Riick- 
stand mit wenig Wasser aufgenommen, vom abgeschiedenen Baryt befreit 
und auf ein bestimmtes Volumen (50 cem) gebracht. In 0,25 cem 0,1799 mg 
Gesamt-N; also 35,98 mg Gesamt-N in 50cem. Davon werden 45 cem 
(32,38 mg Gesamt-N) mit alkoholischer Pikrinséurelésung gefallt und das 
abgeschiedene Pikrat zweimal aus wenig Wasser umkristallisiert. Ausbeute: 
0,2556 g vom Zersetzungspunkt 258°. Analyse: 3,513 mg Substanz; 
0,559 cem N, 759mm und 21° (Dumas). 
C,yH,,N,O,.C,H,N,0;. N ber.: 18,65; N gef.: 18,45. 

Die gewonnenen 225,6mg Pikrat entsprechen 99,61 mg Lysin bzw. 
19,08 mg Lysin-N. 58,9°%) des eingesetzten Stickstoffs konnten also als 
Lysin nachgewiesen werden. 


4. Glykokollbestimmung nach Klein und Linser. 


Es wurde genau nach dem von Klein und Linser beschriebenen Ver- 
fahren gearbeitet. Die Konzentration wurde so gewahlit, da8 nicht mehr 
als 6 mg Glykokoll in 10 cem MeBlésung vorhanden waren. Die Messung 
wurde im Zeissschen Stufenphotometer mit einer Schichtdicke von 20 mm 
ausgefiihrt. Es wurden die Filter 8S 53 und 8 47 benutzt. 

Bestimmung der Konzentrationskurve: 





Glykokoll in 10 eem Eig 53) Evg 47) 
2,61 mg 0,080 0,061 
5,22 , 0,233 0,195 


Zur Bestimmung des Glykokolls wurde die Monoaminosaurefraktion 
verwandt, die bei der Aufarbeitung nach Slyke erhalten wird. Sie wird in 
derselben Weise von Phosphorwolframsiure befreit wie es bei der Basen- 
fraktion zur Isolierung des Lysinpikrats beschrieben ist, mit dem Unter- 
schied, daB die vereinigten Filtrate anstatt auf dem Wasserbad im Vakuum 
bei 40° zu einem bestimmten Volumen eingeengt wurden. 

Messung: Fiir 10ccm Lésung (enthalt 1,998 mg Gesamt-N) wird 
gefunden: 

Eis 53) = 9,218, Eig 47) = 0,201. 
Aus der obigen Konzentrationskurve ergibt sich ein Mittel von 5,13 mg 
Glykokoll (0,954 mg N). Demnach wurden 47,79, des Gesamt-N der 
Monoaminosaurefraktion als Glykokoll identifiziert. 


5. Isolierung des Prolins. 


In 23cem Hydrolysat (96,13 mg Gesamt-N) der Lysinfraktion wird 
das Prolin nach Bergmann! mit dessen Prolinreagens gefallt. Ausbeute: 
889,6 mg. Diese Menge entspricht 178,6 mg Prolin bzw. 21,74 mg Stickstoff 
(anstatt 24,03 mg). In dem Hydrolysat konnten also 22,6% des Gesamt-N 
als Prolin-N nachgewiesen werden. 

Aus dem Komplexsalz wurde nach Bergmann das Prolin isoliert. 
Ausbeute: 60,4 mg. 

Analyse: 2,900 mg Substanz: 0,310 cem N, 21°, 759 mm. 


C;H,O,.N: WN ber.: 12,17; N gef.: 12,40. 
Aus dem Komplexsalz konnten also 46,1° Prolin isoliert werden, auf 
das Peptid berechnet entspricht dies einer Ausbeute von 40%. 
1 M. Bergmann, 1. c. 
13,* 
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6. Bestimmung der Séuregruppen. 


N:H,SO,: 136,26 mg Lysinfraktion (20,18 mg N) werden in Wasser 


gelést und mit Bariumchlorid in Salzséurelésung die Schwefelséure be 
stimmt. Gefunden: 39,69 mg BaSQO, (16,68 mg H,SO,). Demnach treffe: 
auf vier N-Atome 0,95 Saureaquivalente. 

Titration nach Wallstdtter-Waldschmidt-Leitz: 2 cem (6,892 mg N und 
5,658 mg H,SO,) verbrauchen 5,5 ceem n/20 KOH. Daraus berechnen sich 
2,24 Saiureiquivalente auf vier N-Atome; nach Abzug der Schwefelséure 
bleiben also noch 1,29 Aquivalente fiir COOH-Gruppen. 


7. Spaltungsversuch mit Nierenextrakt. 

Der Spaltungsansatz von 25 cem enthielt 10 cem Substanz (36,158 mg 
N), die mit 3,4cem 2n NaOH auf pu 7 gebracht wurden, 2,5 cem m/3 
Phosphatpuffer px 7 und 9cem Glycerinauszug aus Niere (32 Di. E. und 
27 Po. E.). Temperatur 40°; Titrationsprobe 2 ccm. Der Aufspaltung einer 
Peptidbindung entspricht ein Zuwachs von 1,03 cem n/20 KOH (Titration 
nach Willstdtter-Waldschmidt-Leitz) und 0,72 mg Amino-N (van Slyke) in 
der Titrationsprobe. 





yeit | Azidititszuwachs in cem n/20 KOH = Zawachsan 
Saad ee REARS i eS AA al tet De la Amino-N 


Std. | Enzym + Substrat Enzym allein mg 


11), 1, 0,07 0,0 
1 


1 
2 0,15 0,0 


Mit 13ccm Verdauungslésung (etwa 18 mg N) wird eine Phosphor 
wolframsiurefallung analog den Bedingungen der Aufarbeitung nach 
van Slyke durchgefiibrt. Niederschlag und Filtrat werden zur Entfernung 
der Phosphorwolframséure mit Amylalkohol-Ather behandelt und die 
, Basenfraktion’* auf ein Volumen von 30cem, die ,,Monoaminosaure- 
fraktion’’ auf ein Volumen von 20cem gebracht. Es wurde dann der 
Amino-N nach van Slyke vor und nach der Hydrolyse in diesen Fraktionen 
bestimmt. 





ccm entwickelter Stickstoff 
Joh Zuwachs 
vor der Hydrolyse nach der Hydrolyse 





Basenfraktion 5 ccm . aera 1 
Monoaminosaurefraktion 5 cem , 4, 
Blindbestimmung in der Mono- 
aminosaurefraktion (Knzym 
ohne Substrat) . gts 


8 
5 


4.5 


Der Zuwachs von 1,5 cem bei der Monoaminosaurefraktion entspricht 
(19°, 748mm) 0,85mg Amino-N, wahrend sich fiir eine freigewordene 
NH,-Gruppe 1,12 mg berechnen wiirden. 

Die qualitative Priifung auf Prolin nach Grafmann und v. Arnim (ent 
sprechend Versuch A,, 8S. 185) verlauft in der Basenfraktion vor und nach 
der Hydrolyse negativ, wihrend sie in der Monoaminosiurefraktion bereits 
vor der HCl-Hydrolyse stark positiv austfiel. 

Es sei uns gestattet, der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit ergebenst zu danken. 
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Uber Azidititsinderungen, die beim biologischen Arbeiten 
gelegentlich beobachtet werden. 


Von 
Fritz Sander. 
(Aus dem Hygiene-Institut der Ernst Moritz Arndt-Univeisitat Greifswald. ) 


(Eingegangen am 21. Dezember 1935.) 


Beim Zusammenbringen von physiologischen Lésungen bzw. Auf- 
schwemmungen biologischer Substrate, z.B. von Pockenvirus mit 
oberflichenaktiven, im iibrigen aber chemisch indifferenten Stoffen, 
z. B. ‘Lierkohle, amorpher Kieselséure usw. beobachteten wir mehrfach 
in kurzer Zeit eine erhebliche Abnahme der biologischen Wirkung, z. B. 
Virulenzverlust des Virus. 

Daes uns fraglich erschien, daB die Oberflachenkrafte die alleinige Ur- 
sache fiir diese Abnahme der biologischen Witkung waren, so suchten wir 
nach einer weiteren Erklarung fiir diese Erscheinung, um so mehr, als sie 
iibereinstimmte mit Beobachtungen, die wir schon vor mehreren Jahren 
bei Bearbeitung agrikulturchemischer und bodenhygienischer Fragen 
gemacht hatten. Es war dabei stets gleichzeitig eine Reaktions- 
verschiebung nach der sauren Seite hin beobachtet worden. Es lag die 
Vermutung nahe, daB diese Zunahme der Wasserstoffionenkonzentration 
ihre Ursache in dem Zusammentreffen der suspendierten oberflachen- 
aktiven Stoffe mit der Neutralsalzlésung, also z. B. auch einer physiologi- 
schen Kochsalzlésung, haben kénnte. 

Zur Klarung dieser Frage machten wir einige Versuche in der Weise, 
daB wir je 5g der oberflachenaktiven Stoffe in jeweils 50 ccm einer 
Neutralsalzlésung suspendierten, eine Stunde schiittelten und dann die 
pu-Zahl elektrometrisch bestimmten. Dabei erhielten wir fiir die Suspen- 
sionen mit amorpher Kieselsaure folgende Werte: 


Tabelle I. Amorphe Kieselsaure. 


5g amorphe Kieselsiure mit 50 cem H,O 

5g ; 50 0,1 nCH,COONa 
5g , oO lL nCH,COONa 
5g : , os (OO 0.1 n KCl 

5 g ’ 50, l n KCl PR = §,22 
5g OD; 2 n KCl ; pH 5,26 
5g » 30 , 0,05n (NH,),SO, Pu = 6,51 
5g 50 ,, 1 n(NH,),SO, Pu = 5,45 


Pu = 6,78 
Pu 6,52 
Pu 6,05 
Pu 6,18 


geschiittelt 


Std 





Der gleiche Versuch wurde mit einer Aufschwemmung von Kartoffel- 
stirke gemacht. 
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Tabelle II. Starke. 


5g Starke mit 50 ccm H,O PH 

5g 50 0,1 n KCl pH = & 
5g 50 1 n KCl Pu = 
5g 50 2 n KCl Pu = 
5g 50 0,02 n (NH,),SO,4 Pu = 
5g » 50 0,05 n (NH,),SO,4 PH 


Std. 
geschiittelt 





5g 50 1 n (NH,),SO, Pa = 


Beim Schiitteln von aktiver Kohle mit Neutralsalzlésungen ergaben 
sich folgende Werte: 


Tabelle III. A-Kohle. 


5g A-Kohle mit 50 cem H,O pu = 5,01 
5g sis 50 n KCl Pu = 4,0 
5g 50 n NaCl py = 4,5 
5g 50 n (NH,)Cl pu = 4,1 
5g 50 ,, n (NH,),SO, pu = 3,85 
5g 50 , nNa,.SO, Pu = 3,85 


geschiittelt 


Die Tabellen zeigen sowohl bei der Kieselséure wie bei der Starke 
nach Schiitteln mit Neutralsalzlésungen eine Zunahme der Wasserstoff- 
ionenkonzentration, deren Héhe auBerdem noch mit zunehmender 
Salzkonzentration ansteigt. 

Die Ursache dieser Erscheinung ist in diesen beiden Fallen aller 
Wahrscheinlichkeit nach darin zu suchen, daB sowohl Kieselsiure wie 
Starke aus den — zwar nur in sehr geringem Mae — hydrolytisch 
gespaltenen Neutralsalzlésungen die Kationen etwas starker adsorbieren, 
so daB die relative Zunahme der Anionen sich in der Verschiebung der 
Reaktion in der Aufschwemmung nach der sauren Seite hin zeigt, ein 
Vorgang, der in anderem Zusammenhang insbesondere in der Agri- 
kulturchemie als sogenannte hydrolytische Aziditat bekannt ist. 

Bei der A-Kohle wurde bereits beim Schiitteln mit destilliertem Wasser 
eine relativ saure Reaktion beobachtet, die allerdings beim Schiitteln mit 
Neutralsalzlésungen noch weiter zunahm. Die Ursache fiir die vergleichs- 
weise saure Reaktion bereits beim Schiitteln mit destilliertem Wasser liegt 
wahrscheinlich darin, da8 die A-Kohle bei lingerem Schiitteln H -Ionen 
abgibt, die ihr von der Herstellung her noch anhaften. Beim Schitteln mit 
Salzlésungen wird diese Abgabe von H -lonen — durch Verdrangung durch 
diese Neutralsalzionen — wahrscheinlich noch etwas verstirkt, auBerdem 
treten sehr wahrscheinlich noch die oben genannten Vorgange der hydrolyti- 
schen Aziditaét in Erscheinung. 

In diesem Zusammenhange wurden noch einige Versuche tiber zwei 
andere Aziditétsarten gemacht, namlich iiber die Neutralsalzzersetzung 
durch Humusstoffe, die mit einer Aziditatssteigerung einhergeht, und 
iiber die sogenannte Austauschaziditat. 

Es ist bekannt (1), daB Aufschwemmungen von Neutralsalzlésungen mit 
sauren Humusstoffen deutlich saurer werden. Diese Erscheinung la8t sich 
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verschieden deuten. Einmal la8t sich annehmen, da die in den Humus- 
stoffen als sicher vorhanden betrachteten Humussauren Ursache der Neutral- 
salzzersetzung seien, derart, daB die Humussiéure sich des Kations des 
Salzes bemachtigt und damit die Saure frei macht (2). Andererseits wird 
diese Erscheinung auf die kolloidale Beschaffenheit der Humusstoffe 
zuriickgefiihrt, also auf starkere Adsorbierbarkeit der Base im Vergleich 
zum Saureanteil des Salzes. Nach dieser Vorstellung ist die Neutralsalz- 
zersetzung durch Humusstoffe keine Saurewirkung, sondern eine Adsorp- 
tionszersetzung; sie wiirde also ahnliche Ursachen haben wie oben bei den 
Kieselsiiure- und Starkebeispielen beschrieben, also der hydrolytischen 
Aziditatsform nahestehen (3). 

Eine andere Meinung geht dahin, da$8 — wenigstens in Erdbéden — die 
durch Kolloide absorbierte Tonerde nicht nur fiir die Aziditat der Mineral- 
béden, sondern auch fiir die der humussauren Béden eine ausschlaggebende 
Rolle spielte, daB es sich also um eine Art Austauschaziditat handle, iiber 
welche Aziditatsform weiter unten noch gesprochen wird (4). 

SchlieBlich wird auch noch die Anschauung vertreten, da diese ganze 
Erscheinung lediglich auf eine Adsorptionsverdringung von freien Sauren 
zurickzufiihren sei, die den Humusstoffen anhaften, also etwa in ahnlicher 
Weise, wie wir das oben beim Beispiel der A-Kohle angedeutet hatten (5). 

Da uns die Frage des azidifizierenden Einflusses nicht léslicher 
bzw. kolloidal verteilter schwacher Sauren bei Gegenwart von Neutral- 
salzlésungen auf das Bakterienwachstum von verschiedenen Gesichts- 
punkten aus von Bedeutung schien, so stellten wir einige Versuche 
nach dieser Richtung hin an. Zur Verwendung gelangte eine aus Saccha- 


rose durch Erhitzen mit Salzséure hergestellte Humussaéure, von der 
jeweils 2g im Stdpselzylinder mit 100 cem Salzlésung eine Stunde 
geschiittelt wurde. Nach Absitzenlassen wurde das pu der tiberstehenden 
klaren Lésung elektrometrisch bestimmt. Es wurden folgende pu-Zahlen 
gemessen : 


Tabelle IV. 


2g Humussaure mit 100 cem aqua dest. 
100 cem 0,1 n KCl 
100 1 nKCl 
100 0,1 n NaCl 
100 1 nNaCl 
2¢g 100 ,, O,ln NH,Cl 
2¢g 100 ,, 1 nNH,C 
2¢ 100 0,1 n (NH,),SO, ; fu= 
2g 100 1 n(NH,),SO, Pu = 
2¢ , 100 ,, O.nK,SO, PH 
2¢g 100. ,, O,ln Na, SO, PH 
2¢g 100 ,, «1 nNa,SO, Pu 





Die gefundenen px-Werte zeigen eine vergleichsweise stark saure 
Reaktion, so daB — mindestens unter anderem — an eine Adsorptions- 
verdrangung der (trotz guten Auswaschens) der Humussaure von ihrer 
Herstellung her noch anhaftenden Salzséure gedacht wurde. 
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Um diese méglicherweise noch anhaftenden letzten Spuren voi 
Salzsiure aus dem Humussaurepraparat zu entfernen, wurde dasselhe 
noch mehrmals mit heiBem destillierten Wasser ausgewaschen bis zun 
volligen Verschwinden der Cl-Reaktion. Mit dem so nochmals gereinigte:, 
Praparat wurden die Versuche wiederholt. Es wurden folgende pu-Zahle, 


gemessen : 
Tabelle V. 
2g Humussiure mit 100 cem aqua dest. 
2g » 100 , OF 2 BC 
2¢ 100 n KCl 
2g 100 n KCl 


2¢g ‘ 100 NaCl 
2¢ . 100 NaCl = 2,30 
22g 100 NaCl 2,11 

100 ¢ NaCl = 1,06 


100 NH,Cl 
100 l NH,Cl 
ll. 2 100 ,, NH,Cl 


2,33 
2,11 


2,02 


geschiittelt 


12. 100 Na, SO, : 3,32 
13. 100. ,, Na, SO, 
14. 100 Na, SO, 


15. 2 100 Na, SO, 


Std. 


16. , 100 0,02 n [NH,4],SO, 
Ly. , 100 0,1 n[NH,],SO, 
18. 100 1 n{NH,],SO, PH = 


19. 2 100 ,, 0,02n K,SO, PH 
20. 2g 100 0,1 nK,SO, Pu 
21. 2g 100 1 nkK,SO, PH 





Diese mit der nochmals gereinigten Humussaure erhaltenen pu-Werte 
sind entgegen der geéuBerten Vermutung noch starker nach de: 
sauren Seite hin verlagert; eine Adsorptionsverdrangung etwa fest- 
gehaltener Salzsiure durch Neutralsalze ist also offenbar nicht die Ur- 
sache der relativ starken Séuerung. Es sieht vielmehr so aus, als ob 
es sich um Vorgaénge aus dem Bereich der hydrolytischen Aziditit 
handele. 

Um festzustellen, inwieweit die Zeit auf das Einstellungsgleich- 
gewicht in der Lésung von EinfluB ist, wurden die Messungen nach 
48 Stunden, nach 4 und nach 6 Tagen wiederholt. Dabei ergaben sich 
folgende pu-Werte (Tabelle VI): 

SchlieBlich wurden noch einige Versuche iiber das Verhalten von 
Aluminiumsilikaten zu Neutralsalzlésungen und die dabei auftretenden 
Veranderungen der Wasserstoffionenkonzentration angestellt. 
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Tabelle VI. 
pu-Werte nach 48 Stunden: 


. 2g Humussiure mit 100 cem 0,02 n NaCl l 
2. 2g - 100 ,, O,1 n NaCl 
.2¢ - 100 ,, 1 n NaCl 


1 Std. 
geschiittelt 


pu-Werte nach 4 Tagen: 


. 2g Humussaure mit 100 cem 0,02 n KCl 
2. 2¢ 100 ,, O,l n KCl 
. 2¢g sot MOM eet n KCl 
. og 100 ,, 2 n KCl 
5. 2g 100 0,02 n NaCl 
. 2g 100 ,, O,l n NaCl 
» 2g 100 ,, 1 n NaCl 


1 Std. 
geschiittelt 





Pu-Werte nach 6 Tagen: 


7 2 
' 


. 


29g 


. 2g 1it 100 cem 0,02 n KCl PH - 

. 2g 100 ,, 0,1 n KCl | 1 Std. Pu 

. 2g ) WGN gc) nKCl {_ geschiittelt py 
2¢ 100 ., 2 n KCl | Pu 


to bo bo bo 
nbo 


w or 
oS 


Fiir diese Versuche wurden kiinstlich hergestellte ,,Permutite’ ver- 
wendet, d.h. zeolithahnliche, jedoch unkristallisierte Alkali-Aluminium- 
silikate von der Bruttoformel: 2 MeO, Al,O,, 3 SiO,, 2 H,O aq., in denen 
sich jedoch das ,,Kristallwasser*‘ durch Loslésbarkeit vom Konstitutions- 
wasser nicht wesentlich unterscheidet. Es kamen zwei Permutite, nimlich 
ein Ammonium- und ein Natriumpermutit zur Verwendung, von denen 
wiederum je 5g mit je 50 cem Salzlésung 1 Stunde geschiittelt werden mit 
nachfolgender elektrometrischer Bestimmung der py-Zahlen. Es wurden 
folgende Werte erhalten. 

Tabelle VII. 


5g Ammoniumpermutit mit 50ccem 0,02 n KCl 
5 ) 60 0,1 n KCl 
» 50 1 nKCl 

50 2 nkKCl 


50 NH,Cl 
50 NH,Cl 
50 l NH,Cl 
50 2 NH,Cl 


50 0,02 n Na, SO, 
50 0,1 nNa,SO, 
50 l Na, SO, 


geschiittelt 


Std. 


wach : 50 0,02 n K,SO, 
sich 50 0,1 nK,SO, 
50 1 nkK,SO, 


50 0,02 n (NH,), SO, 
50 0,1 n(NH,),SO, 
50 l n (NH,),SO, 
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Die gleichen Versuche mit Natriumpermutit: 


Natriumpermutit mit 50 ccm 0,02 n KCl 
ms » 5&0 , O01 n KCl 
a n KCl 


50 ,, 0,02nNH,Cl 
50 , 0,1 nNH,Cl 


50 ,, 0,02n K,SO, 
50 0,1 nK,SO, 
50 , Il nkK,SO, 


geschiittelt 


Std. 


50 ,, 0,02n Na,SO, 
50 0,1 nNa,SO, 
50 1 nwNa,SO, 


1 


a , 50 ,, 0,02n(NH,),SO, 
s 50 ,, 0,1 n(NH,),SO, 
af 50. 3 n (NH,),SO, 


Die gleichen Messungen nach 2 Tagen: 


g Ammonpermutit mit 50 ccm 0,02 n KCl 
cf > 60° ,,. 0.) n KCl 
50:.4:..2 n KCl 


‘s 50 ,, 0,02 n(NH,),SO, 
- 50 ,, 0,1 n(NH,),SO, 
= 50 ,, 1 n(NH,),SO, 


geschiittelt 





Die gleichen Versuche nach 5 Tagen: 


Natriumpermutit mit 50 ccm 0,1 n KCl PH 
om if BO. aod n KCl Pu = 6,66 
3» (60 '—“ 2. Sea De 6,56 


50 ,, 0,02n NH,Cl 
50 ,, 0,02n Na, SO, 
50 ,, 0,1 nNa,SO, 


Pu 9,60 
pu = 9,25 
PH 8,61 


geschiittelt 


50 ,, 0,02 n(NH,),SO, pu = 8,85 
50 ,, 0,1 n(NH,).SOy, pu = 8,51 





9? 


Die Tabelle zeigt zunaichst, daB unsere Permutite von vornherein 
ziemlich alkalisch reagieren, da sie offenbar Alkali abgeben, und zwar 
Natriumpermutit mehr als Ammoniumpermutit. Trotzdem ist die 
Wirkung der Neutralsalzlésungen unverkennbar. Mit steigender Salz- 
konzentration wird eine starke Abnahme der Alkalinitat beobachtet, 
die beim Ammonpermutit sich bis in den sauren Bereich erstreckt. 
Dabei stellt sich das Gleichgewicht erst allmahlich ein, wie aus den 
Messungen nach verschiedenen Zeiten hervorgeht. 

Die Ursache dieser Reaktionsverschiebung nach der sauren Seite hin 


liegt in der Eigenschaft des ,,Basenaustausches‘‘, den gewisse Aluminium- 
silikate trotz ihrer Schwerléslichkeit zeigen. Dabei werden die dreiwertigen 
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Aluminium- oder Eisenionen des Silikats gegen das Kation des Neutral- 
salzes ausgewechselt, wobei — infolge hydrolytischer Spaltung — sauer 
reagierende Aluminium- oder Eisensalze auftreten, entsprechend z. B.: 
Al-Silikat + 3 KC] 2 K-Silikat + AICI, 
AICI, + H,O =. Al(OH), -+ 3HCI 

Diese Aziditatsform und -ursache kann also auch beim biologischen 
experimentellen Arbeiten in vitro dort auftreten, wo biologische Sub- 
strate, z. B. in physiologische Kochsalzlésung mit Aluminiumsilikaten, 
etwa Kaolin oder Bolus alba, z. B. bei den Methoden der Adsorption 
und Elution zusammengebracht werden, desgleichen bei den Methoden 
der Ultrafiltration durch Kieselgur- oder Tonfilter(kerzen). Dadurch 
kénnen unter Umstanden sehr merkliche Wirkungen auf das biologische 
Substrat zustande kommen, die bei AuBerachtlassung dieser Reaktions- 
verschiebung leicht zu unrichtigen Deutungen des beobachteten Effektes 
fiihren kénnen. 

Durch Verwendung gepufferter Lésungen sind jedoch diese ge- 
nannten Reaktionsverschiebungen im allgemeinen auszugleichen bzw. 
zu verhindern. 

Um festzustellen, inwieweit die durch solchen’ ,,Basenaustausch“‘, 
d.h. z. B. durch Freiwerden von Aluminiumchlorid, bewirkte Azidifizierung 
ein Puffersystem belastet, bestimmten wir die Lage der Neutralisations- 
kurven einer m/10 und einer m/100 AICl,-Lésung. Es wurden je 10 cem 
Lésung in der Wasserstoffelektrode mit Natronlauge titriert und die 


pu-Werte laufend gemessen. Die beobachteten Werte zeigt die Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 
Pufferungskurve von m/10 AICl,: 
10cem m/10 AICI, und 0,0cem n NaOH = 4,01 
10 m/l0 AIC], ,, 0,1 ,, nNaOH pu = 4,26 
10 m/10 AICI, , 0,2 ,, n NaOH 4,42 
10 m/10 AICl, ,, 0,6 ,, n NaOH 4,50 
10 m/10 AICI, 10 ., nNaOH = 4,62 
10 m/10 AICI, 1,5 n NaOH = 4,74 
10 m/10 AICI, 2,0 n NaOH = 4,86 
10 m/10 AICl, ,, 2,5 n NaOH = 5,03 
10 m/10 AICI, 3,0 1 NaOH = 5,42 
10 m/10 AICI, ,, 3,5 n NaOH = O75 


Pufferungskurve von m/100 AICI,: 


10 cem m/100 AIC], und 0,0 cem n/10 NaOH 4,35 
10 ,, m/1OO0 AIC), ,, 0,1 ,, n/lO NaOH 4,45 
10 ,, m/lOOAICI, ,, 0,2 ,, n/l10 NaOH = 4,69 
10 m/100 AICI, 0,: n/l10 NaOH = 4,79 
10 m/100 AICI, ,, 0,5 n/10 NaOH = 4,94 
10 m/100 AICI, ,, 1,0 n/10 NaOH = §,03 
10 m/100 AICI, ,, 1,5 ,, n/l0 NaOH 5,08 
10 ,, m/l00 AICI, ,, 2,0 n/10 NaOH 5,13 
10 m/100 AICI, 2.5 ,, n/lONaOH 5,39 
10 m/1l00 AIC], ,, 3,0 ,, n/l0 NaOH 8,18 
10 ,, m/l0OO AIC), ,, 3,5 ,, n/l1O NaOH = 10,2 
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Stellt man die Tabellenwerte graphisch dar, indem man als Ordinater 
die py-Werte, als Abszissen die cem der zur Titration verwendeten Natron 
lauge auftragt, so sieht man, dais beide Neutralisationskurven lange Zeit 
d.h. bis zu einer hinzugefiigten Menge Natronlauge von 3,0 bzw. 2,5 cem 
sehr flach verlaufen, und da erst bei weiterer Hinzufiigung von Natron 
lauge ein plétzlicher Knick, d.h. ein starker Anstieg der Kurve nach de) 
alkalischen Seite hin auftritt, was seine Ursache offenbar in der allmahlich 
vollstandig verlaufenden hydrolytischen Spaltung des Aluminiumchlorid- 
hat, wahrend der allmahlich die gesamten Chlorionen als Salzsiure in Er 
scheinung treten und als solche titriert werden. 

Die Beachtung dieser Aziditdtsdnderungen ist nicht nur wichtig 
beim Arbeiten mit iiberwiegend wasserigen Suspensionen _ bio- 
logischer Substrate, sondern auch bei Bakterienkulturen auf festen 
synthetischen Nahrbéden, die als festigende Grundlage Silikate oder 
andere der oben genannten oberflichenaktiven Stoffe verwenden, 
ferner auch beim bakteriellen Arbeiten in natiirlichen oder synthetischen 
Erdbéden sowohl zum Studium der landwirtschaftlich wichtigen Bak- 
terien als auch des Verhaltens von Krankheitskeimen im Erdboden. 
Denn die pxu-Wachstumsintervalle sind fiir manche Vertreter beider 
Bakteriengruppen bekanntlich recht eng. So z. B. liegen die ent- 
sprechenden Werte fiir die landwirtschaftlich wichtigen Nitrit- und 
Nitratbakterien in folgenden Grenzen: 





Minimum Optimum Maximum 


Nitritbildner. . . . Px 7,0 8 8.6 
Nitratbildner. . . . Px 6,5 a | 7,8 


oder bei den stickstoffbildenden: 





Optimum | Maximum 


Acetobacter croococcum . . . Dg 7.45—7,60 
i Baijer . . . .. , Py 6,65—6,75 
vinelandi . . . . | pa 7,59—7,70 


Ahnlich gering sind die pu-Intervalle fiir eine Anzahl pathogener 
Bakterien. 
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Beitrige zur Kenntnis substituierter Proteine. 
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Mit 2 Abbildungen im Text. 


Inhalt. 
. Theoretischer Teil. 

A. Methoden und Ergebnisse. 
Berechnung der Jodwerte. »X-Jod* ist das in Histidin 
eingetretene Kohlenstoffjod. Abhangigkeit der Histidin- 
Jodaufnahme von Ausgangsmaterial und Jodierungsmethode. 
Unterschiede zwischen Hamoglobinlysat einerseits und Di- 
alysat bzw. Kristallisat andererseits. Vergleich von Hamo- 
globin und Globin. 

B. Folgerungen. 
Bedeutung der Imidgruppe des Histidins. — Auffassung des 
Hamoglobins und des genuinen Globins als ,,Assoziat‘*. ,,Total* 
und ,,Partiale’‘ des Globins. Stabilisierender EinfluB des Ha- 
matins. 

Beschreibung der Versuche. 

A. Darstellung der Ausgangsmaterialien. 
1. Pferdehamoglobin, ,,Haimolysat’ und ,,Dialysat*’. 2. Kri- 
stallisiertes Oxyhamoglobin und Methamoglobin. 3. Koagu- 
liertes Hamoglobin. 4. Globinchlorhydrat und genuines 
Globin. — 5. Paraglobin. 


B. Die Methoden der Jodierung und deren Ergebnisse. 
1. Jodierung in alkalischer Lésung: Ammoniak, Natrium- 
bicarbonat, Natronlauge. 2. Jodierung in saurer Lésung: 
Essigsiéure verschiedener Starkegrade. 3. Jodierung in 
neutraler Lésung. 4. Saure und neutrale Jodierungen von 
kurzer Dauer. 
I. Theoretischer Teil. 
A. Methoden und Ergebnisse. 


Nachdem F. Blum und E. Strauss (1) gezeigt hatten, dab Proteine 
Jod in bestimmten, fiir jedes Protein charakteristischen und genau 
reproduzierbaren Mengenverhaltnissen aufnehmen, und da das Jod 
in verschiedenen Bindungsformen vorliegt, war ein Weg eréffnet, um 
mit Hilfe der Jodierungsreaktion einen Einblick in das Verhalten der 
EiweiBbausteine cyclischer Natur und deren Einbau in das Gesamt- 


molekiil zu gewinnen. 
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Es gibt zwei Bindungsarten des Jods: am Kohlenstoff als ,,Kernjod 
und am Stickstoff als ,,I[midjod**. Letzteres substituiert den Wassersto! 
von sekundaren, ringférmig gebundenen Imidgruppen und ist dure! 
schweflige Saure ablésbar. Als Ort der Kernjodaufnahme kommt zunachs 
das Tyrosin in Betracht, das auch unter den mildesten Bedingungen imm« 
zwei Atome Jod in o-Stellung zu seiner phenolischen Hydroxylgruppe aut 
nimmt. Bei den bisher untersuchten Proteinen entspricht die am Kohlenstof: 
aufgenommene Jodmenge stéchiometrisch genau dem vorhandenen Tyrosin 
Hingegen war die Frage nach dem Ort des Imidjods bisher noch offen: dat 
das Histidin vermége der im Imidazolring vorliegenden Imidgruppe zu 
Bindung des Imidjods befahigt sei, konnte vermutet, aber nicht bewiesen 
werden. 

Die Rolle des Histidins aufzukliren, war auch in enzymchemische: 
Hinsicht wichtig. So hatten E. Strauss und R. Griitzner (2) gefunden, dali 
die ,,am Stickstoff jodierten‘* Proteine als Substrate durch Pepsin-Salzsaure 
nicht angegriffen werden [vgl. auch H. Bauer und E. Strauss (3)}. Das fiir 
die Aufklirung dieser Fragen besonders geeignete Untersuchungsobjekt 
war das Globin bzw. Hdmoglobin, um so mehr, als dieses an Histidin reiche 
und biologisch so wichtige Protein bei der Jodierung Besonderheiten zeigt, 
die auf eine von anderen Proteinen abweichende Verkettung des Histidins 
im Molekiil hinweisen. Das Globin nimmt namlich insofern eine Sonder- 
stellung ein, als es das bisher einzige Protein ist, das mehr Kohlenstoffjod 
aufnimmt, als seinem T yrosingehalt — 3,1 % — entspricht. 

E. Strauss und R. Griitzner (2) fanden zuerst an ihrem Globin (Para- 
globin II) den sogenannten B-Wert, d.h. die prozentuale Jodmenge nach 
volliger Entfernung des durch die schweflige Saure abspaltbaren Jods, zu 
7,6°%, also ein Mehr von 3,4% iiber derjenigen Jodmenge, die bei aus- 
schlieBlicher Jodaufnahme durch Tyrosin gefunden werden miiBte, naimlich 
4,17°%. Das Kohlenstoffjod in Héhe von 3,4°%, das also nicht an Tyrosin 
gebunden sein kann, und dessen Haftstelle unbekannt war, wurde als 
»X-Jod** bezeichnet. 


In Fortsetzung dieser Arbeiten befaBten wir uns (3) mit der Jodierung 
und Nitrierung des Globins. Wichtige Aufschliisse brachten Modell- 
versuche iiber das Verhalten des Tyrosins, des Nitrotyrosins und 
Histidins (4), worauf im folgenden eingegangen wird}. 

In der vorliegenden Arbeit berichten wir iiber den Fortgang unserer 
Untersuchungen am Globin und Hdmoglobin. Wir haben die Versuchs- 
bedingungen nach zwei Richtungen variiert: einmal haben wir die 
Jodierung nicht nur in natronalkalischer, bicarbonatalkalischer und 
ammoniakalischer, sondern auch in neutraler, in schwach und stark 
essigsaurer L6sung vorgenommen; zum anderen wendeten wir — und 
das ist besonders wichtig geworden — Ausgangsmaterial von ver- 
schiedener Darstellungsweise und Vorbehandlung an. Um hier gleich 
an unsere friiheren Ergebnisse am Globin wie auch an die von Strauss 
und Griitzner (2) erhobenen Befunde anzukniipfen, sei bemerkt, dal 
das genuine Globin, das Globinchlorhydrat und das aus letzterem ge- 
wonnene Paraglobin I sich anders verhalten als das Material, mit dem 


! Eine vorlaufige Zusammenstellung unserer Ergebnisse konnten wir 
in der ,,Wissenschaftlichen Woche zu Frankfurt a. M.‘* 3, 243, 1934, bringen. 
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wir friiher ausschlieBlich gearbeitet haben und das nach der Methode 
von Strauss-Griitzner dargestellt war (Paraglobin LI, s. Versuchsteil). 

Zur Jodierung des Hdmoglebins kamen zum Ansatz: Hamolysat 
von Pferdeblutkérperchen (wir haben ausschlieBlich mit Material vom 
Pferd gearbeitet), Trockenhéimolysat und Handelshamoglobin Merck; 
ferner verwendeten wir kristallisiertes Oxyhamoglobin, das nach ver- 
schiedenen Methoden und in zwei Kristallformen — Nadeln und 
Rhomben — erhalten worden war, Methamoglobin in Lésung und als 
Kristallisat, und schlieBlich in verschiedener Art koaguliertes Hémo- 
globin. 

Bevor wir auf die gewonnenen einzelnen Werte und ihre Bedeutung 
eingehen kénnen, muB ihre Berechnung und deren Grundlage dargestellt 
werden. Wir hatten friiher eine Zahlenreihe errechnet, die sich fiir die 
inzwischen experimentell gefundenen Werte als nicht zureichend er- 
wiesen hat. Damals war auch die Frage, wo das nicht am Tyrosin 
gebundene Jod unterzubringen sei, deshalb nicht zu entscheiden, weil 
der Gehalt des Globins an Histidin, das als Bindungsort des Uberschusses 
ja immer vermutet wurde, noch viel zu hoch (zu 11%) bestimmt worden 
war. Durch die neuen, in engen Grenzen itbereinstimmenden Be- 
stimmungen dieser Aminoséure durch eine Reihe von Autoren (5) (6), 
welche den als endgiiltig anzusehenden Histidinwert von 7,6°% ergeben 
haben, gewinnen wir eine neue Verteilungsgrundlage fiir die von uns 
gefundenen Jodwerte bis zum Aufnahmemaximum: Wir kénnen jetzt 
das ,,X-Kernjod‘‘ zusammen mit dem Imidjod am Histidin unterbringen. 

Wenn wir, gestiitzt auf einen von uns angestellten Modellversuch (4), 
annehmen, daB im Globin je ein Molekiil Histidin imstande ist, je ein 
Atom Jod am Kohlenstoff und ebenso je ein Atom an der Imidgruppe 
des Imidazolringes zu binden, dann befinden sich unsere spater mit- 
zuteilenden Jodierungsergebnisse mit der Berechnung in bester stéchio- 
metrischer Ubereinstimmung. Damit erledigt sich das in unserer friiheren 
Mitteilung skizzierte Formelbild (3) (S. 169), in welchem wir fiir die 
Jodaufnahme in einem aliquoten Teil des falschlich zu 11% an- 
genommenen Histidins und im Hinblick auf die maximale Jodierung 
von Pauli (7) das Vorhandensein von Dijodhistidin im Jodprotein 
als wahrscheinlich angenommen haben. Bei einem Gehalt des Globins 
von 3,1% Tyrosin und 7,6%, Histidin ist das molekulare Verhaltnis 
3,1 7,6 
181 155 
1:3. Nahme man an, da8 nur ein Molekiil Tyrosin im Globin enthalten 
sei (wie wir das friiher getan haben), so wiirde sich die Mindestmolekular- 
gréBe des Globins zu 5840 errechnen. Unsere bei den Jodierungen er- 
haltenen Werte aber verlangen, da8 wir mindestens die doppelte Mole- 
kulargréBe, d. h. also 11680, zugrunde legen. Diese Zahl ist etwa '/, des 
von The Svedberg (8) zu 68000 ermittelten Molekulargewichts des 


= 0,017 : 0,049, also fast genau 


von Tyrosin zu Histidin gleich 
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Hamoglobins, so daB wir annehmen diirfen, daB im Globin 12 Molekiik 
Tyrosin und 36 Molekiile Histidin enthalten sind. 

Es geniigt nun fiir die Berechnung der Prozentwerte an Jod, wen 
wir die im Globin vorhandene Tyrosinmenge auf nur 2 Molekiile Tyrosin 
und die Histidinmenge auf nur 6 Molekiile Histidin (= 1/,) verteilen 
Auf das Tyrosin kommen dann 4 Atome (Dijodtyrosin) und auf das 
Histidin 6 Atome (Monojodhistidin) Jod. 

Wir geben in der Tabelle I die Jodwerte, schrittweise um 1 Atom 
Jod steigend; diese Tabelle bildet fortan die stéchiometrische Grund- 
lage, die durch die analytischen Ergebnisse zugleich gefordert und 
gesichert ist. 

Berechnung der Tabelle. 

100 g Globin enthalten 3,1 g Tyrosin (Molekulargewicht 181,10) und 
7,6 g¢ Histidin (Molekulargewicht 155,10). 

Tyrosin nimmt pro Molekiil 2 Atome Jod, Histidin pro Molekiil 1 Atom 
Kohlenstoffjod +- 1 Atom Imidjod auf. 
126,92 . 3,1 

181,10 
geben die aquivalente Menge , 1,01 . 3,1 
Wasserstoff ab: 1 181,10 


3,1 g Tyrosin nehmen auf: 2. = 4,345 g Jod, 


= 0,034 g H 


Zunahme: 4,311 g 


Aus 100g Globin entstehen demnach 104,31 g Jodglobin, diese ent- 
halten 4,345¢ Jod = 4,17%. Zufolge unserer vorhin gegebenen Be- 
griindung verteilen wir diese Jodmenge auf 4 Atome Jod, die in 2 Molekiile 
Tyrosin eintreten. Die Jodwerte fiir Histidin werden entsprechend berechnet 
und auf 6 Molekiile Histidin verteilt. 


Tabelle I. 





Berech- Zahl 
netes der auf- 
Jod genommenen 
in Jo Jodatome 


Bemerkungen 


101,08 g Jodglobin enthalten 1,086 g Jod 1,07 

102,16 ¢ a ClISE i 2,13 

103,23 g . 3,259¢ , 3,16 ; 

104,31 ¢ , 4345¢ , 4,17 Tyrosinzahl 

105,34 g ‘ 5,382¢ , 5,11 

106,37 ¢ : 6,418¢ , 6,03 

107,39 ¢ ; 7,455 g 6,94 

108,42 ¢ ; 8.491 ¢ 7,83 

109,45 g ; 9,528 g 8,71 

110,48 ¢ 10,564 g 9,56 Hichste Kohlen- 

111,51 g 11,601 g 10,40 stoff-Jodzahl 

112,54 ¢ 12.637 ¢ 11,23 ‘ (B-Zahl) 

113,56 ¢ ; 13,674 g 12,04 

114.59 ¢g ‘ 14,719 ¢ 12,84 

115,62 ¢ e 15,747 ¢ 13,62 

116,65 g 16,783 ¢ , 14,39 j Héchste Kohlen 
stoff- + Imid- 
Jodzahl(A-Zahl) 
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Die Tyrosin-Jodzahl, entsprechend der Aufnahme von 4 Atomen 
Jod, ist gleich 4,17 °% und stellt den unteren Grenzwert des am Kohlen- 
stoff gebundenen Jods dar; die restlichen 12 Atome Jod, als deren 
Bindungsort das Histidin zu gelten hat, verteilen sich auf 6 am Kohlen- 
stoff und 6 an der Imidgruppe des Imidazolringes gebundene Jodatome. 
Die Prozentzahl 9,56 = Tyrosinjod + Histidin-Kohlenstoffjod bedeutet 
somit den oberen Kohlenstoffjod-Grenzwert des Globins, die Prozentzahl 
14,39 schlieBlich den Wert der héchstméglichen Jodsubstitution des 
Globins tiberhaupt, d. h. die Summe aus (Tyrosin + Histidin)-Kohlen- 
stoffjod + Histidin-Imidjod; fiir den Wert 14,39°% behalten wir die 
eingefiihrte Bezeichnung als ,,A-Zahl, fiir den Wert 9,56°% die als 
..B-Zahl bei. Die B-Zahl, welche das fiir Globin charakteristische 
X-Kernjod — wie wir nun mit Sicherheit annehmen, am Histidinkohlen- 
stoff gebunden — enthalt, entsteht aus der A-Zahl durch Subtraktion 
des an der Imidgruppe gebundenen Jods; vom Versuch her gesehen 
heiBt das, daB aus A-Substanzen mit Imidjod durch Einwirkung von 
schwefliger Saure die entsprechenden B-Substanzen darstellbar sind: 
aus dem Jodglobin A mit 14,39 °% Jod, also das Jodglobin B mit 9,56 % 
Jod. Als wir nun die oben aufgezahlten Varationen der Jodierungs- 
methoden und der Ausgangsmaterialien durchfiihrten, zeigte sich, dap 
sich in der Reihe der X-Jodwerte, d.h. des am Histidinkohlenstoff qe- 
bundenen Jods, zwischen deren oberstem (9,56) und unterstem (4,17) 
Grenzpunkt alle sechs méglichen Stufen stéchiometrisch genau und_stets 
reproduzierbar zur Darstellung bringen lassen. Diese Tatsache ist von 
besonderer Wichtigkeit, da sie uns, gesetzmaBig gedeutet, tiber kon- 
stitutive Eigenschaften des Hamoglobins bzw. Globins AufschluB zu 
geben vermag. 

Wir stellen zunachst unsere Versuchsergebnisse in Form einer 
Tabelle dar, um den Zusammenhang der gefundenen B-Jodwerte mit dem 
Ausgangsmaterial einerseits und den Jodierungsmethoden andererseits 
aufzuzeigen. Der Einfachheit halber sind in der Tabelle II und im fol- 
genden die den gefundenen Durchschnitten entsprechenden theoretischen 
Werte angegeben. 

Es ergab sich, daB die Methode der kurzdauernden Neutraljodierung, 
die man wohl als die mildeste ansehen kann, die niedrigste tiberhaupt 
erhaltliche B-Jodzahl liefert, namlich den Wert 4,17, der besagt, dab 
lediglich das T'yrosin Jod aufgenommen hat. Dies gilt fiir Hamoglobin 
und fiir Globin (aus dem Chlorhydrat durch Neutralisieren bereitet). 
Den gleichen Wert erhalten wir, — aber nur beim Hamoglobin — durch 
kurzdauernde saure Jodierung. Jodiert man dagegen in natronalkalischer 
Lésung, so wird der héchste B-Kohlenstoff-Jodwert erreicht, namlich 
9,56. Hamoglobin, Globinchlorhydrat und Paraglobin verhalten sich 
hierbei gleich. Die Zahl 9,56 sagt also aus, dal} (neben Tyrosin) 
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Tabelle II. 





” 


2n Essig-  _ . 
siure 50 °/9 


> . on ¢ ieare ° 
Essig- | _, /"/o Bicar- — Ammoniak 
siure Essigsiure bonat 


Material Neutral 


kurz lang} kurz lang 


Hamoglobin 
Merck und 6,03 4,176,038 6,94 6.94 7,83 7,83 7,83 8,71 
Hamolysat 
Hamoglobin 
krist. und — 511) 5,11 6,03 8,71 
Dialysat. 
— 5 whe Blt 6.03 
Globin genuin - — 6,03) — — 9,56 : 
a 5,117,883 7,83 7,88 8,71 | 9.56 
Paraglobin I 511 — 6,94 6,94 8,71 _ 
Paraglobin II — | — — | 6,03 6,94 82 7.83 9,56 


* Wird bei Neutraljodierung zu Paraglobin I. 


simtliche Histidinmolekiile je ein Kohlenstoffjod aufgenommen haben 
Zu der B-Zahl 9,56 wird als zugehérige A-Zahl 14,39 gefunden. Diese 
iiberhaupt héchste, beim Globin erhaltliche Jodzahl gibt an, daB auch 
die Imidgruppen samtlicher Histidinmolekiile durch Jod substituiert sind. 

Das Bild andert sich jedoch, wenn in schwach oder stark essigsaurer, 
in bicarbonat-alkalischer oder ammoniakalischer Lésung jodiert wird. 
Hier zeigt sich, daB ein und dieselbe Jodierungsmethode bestimmten 
Starkegrades, auf verschiedenes Material angewendet, verschiedene 
Werte der hier in Betracht kommenden Reihe liefert. 

Jodieren wir in 50°%iger essigsaurer Loésung (,,Standardansatz” 
s. Versuchsteil 8. 220), so erhalten wir fiir Paraglobin I die B-Jodzah! 
6,94°,. Aus Tabelle I ergibt sich, daB also hier, neben den vier Tyrosin- 
joden, nur die Halfte der méglichen, d. h. drei Atome Histidinjod ein- 
getreten sind. Wenden wir die Jodierung im ,,Standardansatz*‘ auf das 
Paraglobin II an, dann wird die B-.Jodzahl 6,03 erhalten; demnach sind 
hier nur zwei Atome Histidinjod eingetreten. Gehen wir hingegen vom 
Globinchlorhydrat aus, so liefert die Jodierung im ,,Standardansatz‘“ den 
B-Jodwert 7,85; wir finden also vier Atome Histidinjod vor. Auf die 
Ergebnisse der alkalischen Jodierung (Ammoniak bzw. Bicarbonat) sol! 
beim Vergleich des Globins mit dem Hamoglobin eingegangen werden. 

Den auffallendsten Unterschied im Verhalten der Ausgangs- 
materialien (bei saurer Jodierung im Standardansatz) haben wir beim 
Hamoglobin in der Form des urspriinglichen Hdmolysates aus Ery- 
throcyten (auch als ,,Trockenhamolysat* und als Hamoglobin ,,Merck’*) 
gegeniiber den daraus gewonnenen Dialysaten und Kristallisaten fest- 
gestellt. Das Hamolysat, das frisch bereitet stets ein pu = 7,2 bis 7,5 





9,56 


956 


uben 

Diese 
auch 
sind. 
urer, 
wird, 
mten 
dene 


satz” 
dzahl 
‘Osil- 
| ein- 
f das 
sind 
vom 
* den 
f die 
) soll 
rden. 
angs- 
beim 
Ery- 
rck*’) 
fest- 


AS 4,0 
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zeigt, liefert analog dem Paraglobin I im Standardansatz den 
Jodwert 6,94%; die Dialysate, welche ein pu = 6,8 zeigen, wie die 
reinsten Kristallisate (gleichviel ob Oxyhaimoglobin oder Methamoglobin 
zur Anwendung kommt!) ergeben dagegen den um zwei Stufen tieferen 
Jodwert von 5,11 °%. Das besagt also, daB nur ein Histidin Jod aufnehmen 
konnte, wahrend fiinf Histidine hierzu nicht imstande sind. Durch 
Dialyse bzw. durch kristalline Abscheidung aus der Lésung miissen also 
dem Hamoglobin zustandsverindernde Stoffe entzogen worden sein. 
In der Tat gelang es, aus den AuBenwassern der Dialyse (basische) 
Konzentrate zu erhalten, deren Zusatz zu den Dialysaten einen (freilich 
nicht vollkommenen) Anstieg des Jodwertes auf 6,03° (— 2 Histidin- 
jode) bewirkte. Dem analog zeigten erste Kristallisate, denen jene Stoffe 
nicht vollkommen entzogen waren, den gleichen Wert 6,03°,. Aber es 
gelang uns nicht, durch eine einfache pu-Erhéhung der Dialysate auf 
7,5 mittels Soda den Zustand der Himolysate — nicht einmal den Wert- 
anstieg auf 6,03 — wiederherzustellen: bemerken wir dabei, daB unsere 
Trocken-Hamolysate (trotz ihres sauren px = 6,5) den Wert 6,94 ergeben, 
dann kann die gekennzeichnete Verschiedenheit nicht einfach die Folge 
einer pu-Verschiebung sein (wobei dahingestellt bleiben muB, ob nicht 
der Trocknungsvorgang an sich Veraénderungen bewirkt). 

Wir méchten — soweit unsere bisherigen Versuche dies gestatten 
annehmen, daB die ,,Labilitat** (s. dariiber spater) der Hamolysate auf 
der Anwesenheit einer zwar locker gebundenen, aber konstitutiv dem 
Hdmoglobin zugehérigen basischen Substanz beruht, die den intakten 
Erythrocyten beim Waschen nicht entzogen wird. 

Bei der Jodierung im alkalischen Medium zeigen Hamolysat, 
Dialysat und Kristallisat unter sich keine Unterschiede. Uber das Ver- 
halten des gleichen Hamoglobinmaterials gegeniiber sauwrer Jodierung 
verschiedener Stdrkegrade ist folgendes zu bemerken: auch in verstdrkt 
saurem Ansatz (75°, Saure) iiberschreitet der bei der Jodierung des 
Hamolysats erhaltene Jodwert denjenigen der Standardjodierung 
(6,94) nicht (dies ist wegen des Vergleichs mit dem Verhalten des Globin- 
chlothydrats wichtig). Den Sauregrenzwert 7,83°, erreichten wir nim- 
lich hier —- unter voller Zerst6rung des Himatins und Auftreten feinst- 
flockiger Niederschlage (s. spiter) nur unter einer besonderen Be- 


dingung, d.h. durch Vermehrung der Jodsdure. Die Dialysate und 
Kristallisate ergaben, im 75° ig sauren Ansatz jodiert, einen Anstieg 
um ein Atom Jod auf den Wert 6,03°%. In verdiinnt saurem Ansatz 
oder unter Verminderung der Jodsdure sank der Wert auch beim 
Hamolysat auf 6,03 % bzw. auf 5,11°, ab: der Jodwert der Dialysate 
blieb hierbei unverandert bei 5,11 °%. 


Kin Effekt, den wir beim Zusatz von Methanol bei der sauren 
Jodierung des Hamoglobins beobachtet haben und der sich durch einen 


14* 
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Anstieg des Jodwertes kundgibt, nahert diese Art der sauren Jodierun, 
des Hamoglobins der Darstellungsweise des Globinchlorhydrats (Aceton 
Salzsdure-Effekt). Wir verweisen diesbeziiglich auf das im Versuchstei! 
Gesagte. 

Die beiden Tabellen IIIa und IIIb fassen das Gesagte zusammen 


Tabelle IIIa. 


Im Standardansatz jodiert ergeben: 





6,94 
(Tab. XIau.b) 


Hiimolysat . 


PUI saion seensiptas dei b dele esis ha 5,11 
(Tab. XID 


Dialysat + Basenkonzentrat . . . . 6,03 
(Tab. XIITa) 


REINS, hg eo os et a ew ce A 5,11 


(Tab. XII) 


Kristallisat mit teilweisem Basengehalt 6,03 
(Tab. XIITb) 


Tabelle IIb. 





Ansats } i 75 9/, Siure, 75 %/9 Siure, 2n Siéure, 2n S&ure, 
aes“ \ 0.17 0/9 Jodsiure 0,259 Jodsiure 0,2°/9 Jodséiure 0,1 9/9 Jodsaiure 


’ 


Hamolysat. . . 6,94 7,83 6,03 511 


(Tab. XIb) (Tab. XID) (Tab. XI c) (Tab. XId) 
5,11 


Dialysat. . .. 6,03 


(Tab, XIII) (Tab. XIITd) 


Die graphische Aufzeichnung obiger Werte gibt folgendes Bild: 

Wir vergleichen nunmehr die Ergebnisse beim Hamoglobin mit 
denjenigen beim Globin. 

Bei neutraler langdauernder 

Jodierung liefert Hamoglobin den 

Wert 6,03, Globin dagegen 6,94 

Himolysat (neutrale Kurzjodierung zeigt keinen 

a Unterschied). In  bicarbonatalkali- 

~~~ Diolysat und scher Lésung gibt Hamoglobin stets 

Krystallisat den Wert 7,83, Globin dagegen 8,71. 

| In starker alkalischem Medium (Am- 

moniak) verwischt sich der Unter- 

Séuregrad schied (Dialysat und Kristallisat 

Abb. 1. liefern hier immer 8,71, Hamolysat 

dagegen nicht), um in natronalkali- 

schem Medium zu verschwinden. Die Unterschiede aber bei sawrer 

Jodierung der beiden Materialien sind sehr ausgepragt. Es ist unter allen 

Umstanden leichter, bei Haimoglobin zu tiefen Werten (unter 6,94) zu 

gelangen als beim Globin; umgekehrt ist es beim Globin leichter, den 





2n-Saure| 
102% 
Jodsaure 
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Pus Saurehéchstwert (7,83) zu erreichen (vgl. oben Gesagtes). Bei saurer 

Kurzjodierung zeigt Hamoglobin immer den Wert 4,17, wahrend Globin 

(in der Form seines Chlorhydrats bzw. als Paraglobin I) den Wert 5,11 

ergibt. Wahrend das Hamoglobin bei langdauernder Jodierung in ver- 

nen dimnt saurem Ansatz 6,03 bzw. 5,11 liefert, gibt Globin(chlorhydrat) 
auch da 7,83. 

Eine Erscheinung, wie das bei den Dialysaten bzw. Kristallisaten 
des Hamoglobins beobachtete Auftreten des Wertes 5,11 im Standard- 
ansatz findet bei Glo- 
bin keine Parallele; das $58 
Paraglobin II iibertrifft 


ton 
steil 


a=01% Jodsdure 

Sa b=925% » 

gleichfalls im Standard - c=, OH verstiinkt 
3 


ansatz in seinem Wert 
6,03 den Tiefwert der 
Dialysate wie der Hamo- 
globinkoagulate 5,11. 
SchlieBlich sei zur unter- tb fi re —-— Globinchlorhyarat 
schiedlichen = Charak- ——Hamelysat = ---- Paraglobint 
gh 2 4) ——Dialysat == » v/ 
teristik darauf hinge- ; (krystalisat] 
wiesen, daB Paraglobint =, ang ture lang 0% 8% Na, MD Nal 
bei alkalischer Dialyse neutral 2n-Essigs Essigs. Essigs. 
Td) ausfallt, Hamoglobin je- Abb. 2. 
doch nicht; ferner dab 
Paraglobin I in Bicarbonat unléslich ist, und auch nach der Jodierung 
unléslich bleibt, wihrend Hamoglobin in bicarbonat-alkalischer Lésung 








om keine Zustandsanderung zeigt: trotzdem gibt auch bei dieser Art der 
- Jodierung das Paraglobin I den héheren Jodwert (8,71). 
‘miler Die folgende graphische Darstellung mége die Unterschiede sichtbar 
4 machen: 

den Der Einwand, daB die von uns festgestellten Unterschiede bei der 
6,94 Jodierung des Hamoglobins und des Globins auf die bloBe mengenmaige 
sinen Gegenwart von Himatin zuriickzufiihren seien, ist leicht zu entkraften. In 
kali- der Tat haftet denjenigen Jodsubstanzen, die wir bei der neutralen und 
atets schwach sauren, aber auch bei der alkalischen Jodierung des Hamoglobins 

a erhalten, noch Hamatin an. Die Rechnung zeigt, daB die Jodwerte fiir 
8,71. jodiertes Hamoglobin und jodiertes Globin kaum unterschieden sind bzw. 
(Am- daB die Unterschiede innerhalb der analytischen Fehlergrenze liegen. Auch 
nter- diesen kleinen Fehler haben wir dadurch ausgeschaltet, daB wir durch 
llisat Extraktion der Substanzen mit Aceton-Salzsiure das anhaftende Himatin 
ans weitgehend entfernt und selbstverstandlich den Aschengehalt jeder Analysen- 


i substanz beriicksichtigt haben. 
kali- 
qurer 
allen 
4) zu 
, den 


B. Folgerungen. 
Wir bringen die von uns aufgezeigte Méglichkeit : 
1. das gesamte ,,X-Jod‘ des Globins bzw. Hamoglobins, wie auch 
das durch schweflige Saure abspaltbare Jod stéchiometrisch genau an 
dem vorhandenen Histidin unterzubringen, und 
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2. die Tatsache stufenweiser Darstellung der Werte der ,,X-Jod‘ 
Reihe, d. h. also der Histidinwerte (bei steter Konstanz der Tyrosinwerte), 
in einen ursdchlichen Zusammenhang. 

Hierzu erinnern wir uns, daB, wie H. Pauly (9) gefunden hat, an der 
Imidgruppe substituierte Imidazole der Jodierung unzugdnglich sind. 
Auch die fiir das Histidin charakteristische Kuppelungsreaktion mit 
Diazoverbindungen tritt nicht ein, wenn die Imidgruppe besetzt ist, 
wie z. B. beim Anserin (10). Unsere Modellversuche haben iiber den 
Jodierungsmechanismus am Histidin Aufklarung gebracht: wir konnten 
beobachten, da Jod zunadchst in die Imidgruppe eintritt und erst von da 
an eines — unentschieden welches — der benachbarten Kohlenstoffatome des 
Imidazolrings weiterwandert (4) (s. 8. 207). 

Wenn also die Freiheit der Imidgruppe die Voraussetzung fir eine 
Jodaufnahme des Histidins bildet, so kénnen wir auf Grund unserer 
Befunde sagen, daB bei der Jodierung Jmidgruppen je nach Umstanden 
fret werden oder gesperrt bleiben miissen. Je mehr Imidgruppen frei sind, 
desto mehr Jod wird von einem der beiden zugeordneten Imidazol- 
kohlenstoffe aufgenommen, desto héher ist der Jodwert (einschlieBlich 
Tyrosinjodwert) der Substanzen. Mit anderen Worten: Unsere Jod- 
werte bedeuten Indikatoren fiir die Leichtigkeit, mit der durch das 
jodierende Medium die Verschliisse der Imidazolimidgruppen gelést 
werden (,,Lyse‘‘). Damit wird eine relative Stabilitat bzw. Labilitat des 
Materialzustands postuliert, denn unsere st6échiometrische Stufenfolge 
hat sich als materialabhdngig erwiesen. Wir werden darauf zuriick- 
kommen. 

Zunachst sei noch itiber die Jodierung am Histidin einiges gesagt. 
Wir haben uns vorzustellen, daB die Jodierung in drei Phasen erfolgt, 
und zwar so, dab 

1. das Jod an die freie Imidgruppe tritt, 

2. von da an eines der benachbarten Kohlenstoffatome des Imidazol- 
ringes wandert, daB aber dann 

3. die jeweils freien Imidgruppen, nachdem sie den Transport 
besorgt haben, sich mit Jod wieder auffiillen; es entstehen so die Werte 
der sogenannten ,,A-Reihe*‘, d.h. das Jod der dritten Phase ist das 
durch schweflige Saure entfernbare Jod. 


Im vorliegenden Falle diirfen wir — und das bestatigen unsere 
bisherigen Versuche — ein Parallelgehen der Imid-Jodwerte mit den 
Histidinkohlenstoff-Jodwerten (s. Tabelle XXIV) erwarten; médglich 
ist — und auch von uns bereits beobachtet — ein Zuriickbleiben des 
Imid-Jodwertes hinter dem geforderten Gleichwert unter bestimmten 
Versuchsbedingungen (bei stark saurem Ansatz). Nicht aber diirfen 
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wir erwarten, daB mehr Imidjod eintritt, als der Wanderung an den 
imidazolkohlenstoff entspricht. 

Dieser letztere Fall gilt, soweit wir bis jetzt sehen kénnen, lediglich 
fir Globin und Haimoglobin, bildet also ein besonderes Charakteristikum 
dieses Proteins, denn bei einigen anderen Proteinen (Serumalbumin, 
Globulin, Ovalbumin) haben die bisher ausgefiihrten Jodierungen einen 
bemerkenswerten Gegensatz zu dieser Regel gezeigt: in jenen Fallen 
tritt zwar Imidjod auf (Jmidgruppen miissen also, wenigstens teilweise, 
offen stehen), aber es findet keine Kohlenstoffjodierung am Histidin 
statt. Die dort unter den bisher angewendeten Bedingungen gewonnenen 
Jodwerte werden durchaus durch das vorhandene Tyrosin gedeckt, 
liefern also nicht den fiir Globin ja tiberhaupt erstmalig beobachteten 
UberschuB an Kernjod. Wir sind daher zu der Annahme gezwungen, 
daB eine ohne weiteres erfolgende Weiterwanderung von Jod an den 
Imidazolkohlenstoff nur unter dem Einflu®B einer besonderen Situation 
erfolgt, die gerade im Globin normalerweise vorliegt. Die Histidine des 
Globins miissen mindestens zu zwei Drittel so in den Verband eingebaut 
sein, daB sie eine Wanderung des Jods von der Imidgruppe an den 
Kohlenstoff auch bei Jodierung in sawrer Lésung zulassen. Es liegt nahe, 
fur diese Besonderheit die Verkettungsform des Alanylrestes verantwort- 
lich zu machen, wenn wir bedenken, daB gerade von diesem Rest her 
Kinfliisse auf den Imidazolring ausgehen; wenn — beispielsweise — die 
Carboxylgruppe besetzt ist, so wird der Imidazolring bei sodaalkalischer 
Benzoylierung aufgesprengt [A. Kossel und S. Edlbacher (11)]; ist die 
Carboxylgruppe frei, so nimmt die Benzoylierung einen normalen Ver- 
lauf; ist ferner die Aminogruppe des Alanylrestes frei, so tritt bei Halogen- 
einwirkung keine Halogenierung des Histidins, sondern die unter dem 
Namen ,,Knoopsche Reaktion** bekannte Bildung eines tiefvioletten 
Farbstoffs ein [R. Kapeller-Adler (6)]; erst nach Bindung der Amino- 
gruppe (durch einen Acylrest oder durch Anhydridbildung) wird die in 
unserem Falle zustande kommende Halogenierung des Imidazolrings 
méglich [H. Pauly (7)]. Eigene Modellversuche haben das bestatigt (4). 

Es ist zu erwarten, daB die zukiinftige Beriicksichtigung des Dipol- 
moments im Zusammenhang mit der besonderen Kinbauweise des Histidins 
im Proteinverband dariiber Aufklérung geben wird, weshalb in gewissen 
Fallen das Histidin (von einer Sperre der Imidazol-Imidgruppe abgesehen) 
iiberhaupt nicht und in dem Sonderfall des Globins nur an einem 
(welchem der beiden méglichen’) Kohlenstoffatom des Imidazolrings 
jodiert wird. 

Beim Globin bzw. Hamoglobin liegt also der Fall vor, daB — ab- 
gesehen von der besonders gearteten labilen Fixierung der Imidazol- 
imidgruppe — eine solche Verkettung des Histidins vorhanden ist, 
daB Imidjod nicht nur eintritt, sondern auch sofort an den Kohlenstof{ 
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weiter wandern kann. Es ist uns in einigen Versuchen gelungen, di: 
Wirkung der angenommenen Situation — bei sonst nicht am Histidi: 
jodierbaren Proteinen kiinstlich, und zwar durch Jodierung in ve: 
diinnter Natronlauge, herzustellen wobei freilich nur von Analogi: 
nicht von Identitét des Wirkungsvorgangs gesprochen werden sol/ 

Wir geben unsere vorlaufigen Befunde in Kiirze wieder: Nach den 
bisher besten, iibereinstimmenden Angaben enthalt Ovalbumin 4,0 °% Tyrosin 
und 1,42°, Histidin. Fiir diese Tyrosinmenge berechnet sich eine Jod 
aufnahme von 5,3. Diesem Wert entsprechen die Bicarbonatjodierungen 
des Ovalbumins. Die Jodaufnahme von Tyrosin + Histidin berechnet sich 
zu 6,33. In der Tat erhielten wir bei der Jodierung in 0,2 °,iger Natron 
lauge in der Kalte aus drei Versuchen den Durchschnittswert 6,48 °,, 
Orientierende Versuche am Edestin ergaben B-Werte, die bei Bicarbonat 
jodierung bzw. Jodierung in Ammoniak dem reinen Tyrosinwert (Tyrosin 
4,54, Jod ber. 5,99 °,), im natronalkalischen Ansatz dagegen dem Histidin 

t+ Tyrosin-Jodwert (Histidin 2,08%, ber. fiir Gesamtjod 7,47) ent 
sprachen. Hier zeigten sogar die A-Werte bereits die erwartete Hohe. 
SchlieBlich sei noch auf den Befund hingewiesen, den Blum und Strauss (1 
bei der Jodierung von Serumalbumin in magnesium-carbonat-alkalischem 
Ansatz (wobei sich Kaliumearbonat gebildet hatte) erhoben haben: Die 
Deutung der damals auf Spaltvorginge zuriickgefiihrten, erhéhten Jodwerte 
geh6ért vielleicht eher in den von uns hier gekennzeichneten Zusammenhang. 

Als ein hier interessierender Fall verdient die von A. Newburger (12) 
durchgefiihrte (ammoniakalische) Jodierung des Zeins Erwaihnung. Zein 
enthalt 5,9°, Tyrosin, aber nur 0,84°% Histidin. Der gefundene Jodwert 
7,54, entspricht dem berechneten 7,65 fiir Tyrosin: das Jodzein enthalt 
kein Imidjod ! 

Um nun die stufenweise Histidinjodaufnahme im Haimoglobin bzw. 
Globin zu deuten, machen wir eine Annahme, welche die relative Stabilitdt 
des Verschlusses der Imidazol-Imidgruppe mit dem besonderen Zustand des 
Materials und damit zugleich dessen Zugdnglichkeit oder dessen Wider- 
stand gegeniiber den lytischen Agenzien der Jodierung (Siure bzw. Alkali) 
in Zusammenhang bringt. Die Annahme, die wir mit allem Vorbehalt 
wiedergeben wollen, liefert, wie wir glauben, ein unseren Beobachtungen 
entsprechendes Bild. 

Wir beginnen unsere Darlegungen am besten mit der Hervor- 
hebung einer Beobachtung, die sich uns mit Regelmabigkeit bei allen 
unseren Versuchen aufgedrangt hat. Je grobflockiger und schnelle: 
unsere Jodierungsprodukte sich (unter selbstverstandlich stets ver- 
gleichbaren Bedingungen) abschieden, desto niedriger erwies sich de! 
Histidin- Jodwert ; die einem Koagulat aus Hamoglobin voéllig gleichenden 
und innerhalb weniger Minuten fallenden Niederschlige waren die 
jenigen, bei denen tiberhaupt kein Histidinjod, sondern nur der T'yrosin 
jodwert (4,17) auftrat. Umgekehrt zeigten die Niederschlage mit an 
steigenden Histidinjodwerten eine immer gréBer werdende Feinflockig 
keit, die bei Erreichung des Maximims (9,56 °,) so groB war, daB ihre 
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Senkungsdauer Stunden betrug. Dieser Vorgang war in den meisten 
Fallen so charakteristisch, daB wir den zu erwartenden Jodwert aus 
Vergleichen mehrerer verschiedener Ansatze nebeneinander voraussagen 
konnten. 

Die geschilderte Beobachtung legt uns folgende Vorstellung nahe: 

1. Das Hamoglobin bzw. Globin ist im genuinen Zustande ein 
groBes Assoziat!, das unter dem EinfluB lytisch wirkender Agentien 
in unter sich durchaus gleiche Anteile von prozentual nicht vom Ganzen 
unterschiedener Zusammensetzung desassoziiert wird: wir wollen der 
Kiirze halber fiir das Folgende das ,, Total*‘ des Hamoglobins und dessen 
,.Partiale’’ unterscheiden. Wir denken uns, daB8 im AnschluB an die 
Rechnungsgrundlage unserer Tabelle I sechs Partiale vom Molekular- 
gewicht etwa 11680 zu dem GroBmolekiil, dem ,,Total*, zusammen- 
treten, und daB dieses Total den Hamatinkomplex — wahrscheinlich in 
zentraler Lage — halt. 

2. Die Verkniipfung der Partiale zum Total kann man sich — und 
dies muB der Zustand sein, in welchem genuines (Haimo-) Globin kein 
Histidinjod aufzunehmen vermag — in der Weise vorstellen, daB sie an den 
Imidazolimidgruppen der Histidine erfolgt, und zwar etwa so, wie das 
M. Bergmann (14) fiir die Imidgruppe des Prolins im Modellversuch 
wahrscheinlich gemacht hat. Erfolgt nun eine allmahliche ,,Desasso- 
ziation* in Partiale, so werden mit freiwerdenden Imidgruppen mehr und 
mehr Jodatome bis zum Maximum von sechs in die nun zuganglich 
gewordenen Histidingruppen der Partiale eintreten. Die oben geschilderte 
grobflockige Phase mit dem tiefsten Jodwert 4,17 °% entspricht (bzw. 
entsteht aus) dem ,,Globintotal’*, wahrend bei dessen maximalem 
Zerfall in seine Partiale die feinstflockige Phase mit dem Héchstwert 
9,56°%, auftritt. 

3. Das hamatinfreie Globin erweist sich nun an seinen Imidazol- 
Imidbindungen gegen lytische Einfliisse empfindlicher als das Hamo- 
globin: deshalb nehmen wir an, dab es der Hamatinkomplex ist, der 
innerhalb des Totals einen stabilisierenden KinfluB auf den Zusammenhalt 
der Partiale ausiibt. 

Wir miissen hier aber darauf hinweisen, da8 mit unserer Behauptung 
einer stabilisierenden Funktion des Hamatinkomplexes auf die I[midazol- 
bindungen keinerlei Aussage iiber ,,hamaffine Gruppen‘ als solche gemacht 
werden soll. Die Annahme einer direkten Haftung des Hamatins am 
Histidin hat zuerst W. Kiister (15) gemacht. Den gewichtigen Einwianden, 
die F'. Haurowitz (16) gegen diese Ansicht erhoben hat, miissen wir uns an- 
schlieBen. Daf immerhin Beziehungen zwischen den Imidazolgruppen und 


dem Hamatinkomplex bestehen kénnen, geht aus Modellversuchen von 


' Wir halten die von A. Fodor und Ch. Epstein (13) vorgeschlagenen 
Ausdriicke fiir anwendbar auf die hier vorliegenden Verhaltnisse. 





210 H. Bauer u. E. Strauss: 


W. Langenbeck (17) hervor. Aus der letzten Veréffentlichung von F. Hauro- 
uitz (18) scheint sich auch zu ergeben, daB das Cystein bzw. Cystin des 
Globins fiir die Funktion als haimaffine Gruppe nicht in Frage kommt?. 

Wir haben noch keine Méglichkeit, eine exakte Begriindung dafiir 
zu geben, warum innethalb unserer Stufenreihe der Histidinjodwerte 
bestimmte Punkte bevorzugt erscheinen, d.h. warum gerade die ihnen 
entsprechenden Imidazolgruppen des Systems von der Lyse und der 
Jodierung erfaBt werden. Z. B. fallt auf, daB die Jodierung in saurem 
Medium einem nicht mehr iibersteigbaren Grenzwert (7,83) innerhalb 
der Reihe zustrebt. Die Tatsache jedoch, daB unter diesen Stufen 
wiederum der Wert 6,94 — entsprechend einem Zugriff auf genau 50°, 
der vorhandenen Histidingruppen — das Bild unserer Jodierungs- 
ergebnisse beherrscht, laBt den SchluB zu, daB im Aufbau des Totals eine 
gewisse Symmetrie wirksam sein mub. 

Nehmen wir durch die bekannten Agentien den Hamatinkomplex 
aus seiner besonderen Lage bzw. Bindung an (von uns nicht prajudi- 
zierten) hamaffinen Gruppen heraus, so wird das Globintotal gleich- 
zeitig in seine Partiale aufgespalten. Diese letzteren kénnen nun unter 
sich und zwar unter ganz bestimmten Bedingungen zusammentreten. 
Halt man gewisse bekannte (s. Versuchsteil) Kautelen ein, dann gewinnt 
man ein neutral lésliches, genuines Globintotal, das imstande ist, mit 
Hamatin zu Hamoglobin (Methamoglobin) zu kuppeln. Daneben ver- 
lauft eine zweite Reaktion der Partiale, und zwar so, daB sie unter 
gleichzeitiger Verdeckung ihrer ,,himaffinen Gruppen“ (noch un- 
bekannter Gruppierungen saurer Natur, die in enger Beziehung zur 
Himatinbindungsfahigkeit stehen) zu dem _ basischen Paraglobin I 
zusammentreten. Uber die GréBe dieses neuen ,,Paraglobintotals“, 
d.h. iiber die Anzahl der in ihm vereinigten Partiale, ]4Bt sich nichts 
aussagen; sicher aber bringt die Paraglobinbildung einen labileren 
Zustand zumindest eines Teils der Imidazolimidzusammenhange (die 
beim Hamoglobin stabil sind) mit sich. 

Das Paraglobin vermag mit Haimatin kein Hamoglobin zu bilden 
[Kathiémoglobin, vgl. dazu den Versuch von Steudel und Peiser (19) 
und die Erklarung von Haurowitz (20)]. Erst durch die Riickverwandlung 
des Paraglobins tiber das Chlorhydrat hinweg in seine Partiale wird es 
theoretisch méglich, aus diesen letzteren wieder zu genuinem Globin 
und damit zu einer Resynthese von Hamoglobin zu gelangen; hierbei 
kann also die Verdeckung der ,,hamaffinen Gruppen“ wieder aufgehoben 
werden. Dieses Geschehen wollen wir (wenigstens vorlaufig) in keinen 


1 Dazu bemerken wir, daB bereits Blum und Strauss (1) Beobachtungen 
iiber die Einwirkung des Jods auf das Cystin gemacht haben, ferner, daB bei 
dem von Haurowitz gemessenen hohen Jodverbrauch des Globins die Mit- 
reaktion des Histidins, wie aus vorliegender Arbeit hervorgeht, nicht auBer 
acht gelassen werden darf. 





“urTo- 
des 


fiir 
arte 
nen 
der 
rem 
al 
fen 
() % 
1gs- 
sine 


lex 
idi- 
ich- 
iter 
en. 
nnt 
mit 
yer- 
iter 
un- 
zur 
nl 
Is‘, 
hts 
ren 
die 


den 
19) 
ing 
| es 
bin 
‘bei 
ben 
nen 


gen 

bei 
Mit - 
Ber 


Beitrage zur Kenntnis substituierter Proteine. II. 211 


Zusammenhang mit der von uns beschriebenen Labilisierung bzw. 
Stabilisierung des Globintotals bringen. 

SchlieBlich diirfen wir auf Grund unserer Versuche (die Koagulate 
zeigen den Wert 5,11) vermuten, daB bei physikalischer Denaturierung 
des Hamoglobins eine Desassoziation des Totals nicht eintritt, sondern eine 
mit Veranderungen an den _ ,,hamaffinen“ Gruppen einhergehende 
Verlagerung des Hamatinkomplexes im Innern des Hamoglobintotals. 
Bei der Koagulation findet iibrigens zugleich eine Entfernung der ,,konsti- 
tutiv basischen Stoffe“ statt. 

Die stabilisierende ,,situationsbedingte’’ Wirkung, die das Haimatin 
auf die Imidbindungen ausiibt, wird durch Essigséure, wie sie bei der 
Darstellung von Paraglobin II zur Anwendung kommt, nicht véllig 
aufgehoben; Paraglobin II ist ein Produkt, das wenigstens teilweise im 
Zustand des Ausgangsmaterials verblieben ist und infolgedessen den 
Koagulaten naher steht. Ubereinstimmend damit sind die bei der 
Jodierung sich ergebenden zahlenmaBigen Parallelen zwischen Para- 
globin II und Koagulaten einerseits und dem genuinen Hamoglobin 
(Dialysate, Kristallisate) andererseits. 

Wir wollen noch einmal das Gesagte in Form einer Ubersicht 
verdeutlichen : 


Tabelle IV. Die Zustande des Haimoglobins und Globins. 
charakterisiert am Beispiel der Standard-Jodierung (1). 
(Vgl. Tabelle II, Spalte 3.) 
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3. Chlorhydrat vorhanden 


* Aus verdiinnt saurem Ansatz. 


II. Beschreibung der Versuche. 
A. Darstellung der Ausgangsmaterialien. 
1. Pferdehamoglobin, ,,Hamolysat’ und ,,Dialysat™. 
Bei unseren Versuchen kam urspriinglich das kaufliche Trocken- 
hamoglobin (Pferd) ,, Merck‘ (in lamellis) zur Verwendung. Dieses Material 
zeigt — wohl auf Grund eines Alkalizusatzes bei der Herstellung — in seinen 
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Lésungen eine stark alkalische Reaktion (bis py 9). Im weiteren Gang ci 
Untersuchungen haben wir reines Pferdehamoglobin in folgender Wei: 
bereitet : 

Aus dem frischen, fibrinfreien Blut wurden die Erythrocyten dur 
Zentrifugieren gewonnen und durch drei- bis viermaliges Auswaschen mj 
physiologischer Kochsalzl6sung vollkommen vom anhaftenden Seru: 
befreit. Der Erythrocytenbrei wurde sodann durch Zusatz von destillierten 
Wasser im Verhaltnis 1: 2 hamolysiert; durch Schiitteln der Lésung mii 
»Theorit-“‘Asbest' und Absaugen des Gemenges iiber eine Schicht de: 
gleichen Asbestmasse wurden die Stromata entfernt. Das so gewonnene 
,Hdmolysat™ zeigte ein p+: von 7,2 bis 7,5. Es kam, nach jeweiliger Trocken 
gehaltsbestimmung, entweder direkt zur Jodierung, oder es wurde aus ihr 
durch Abdunsten im Faust-Heim-Apparat ein ,,T'rockenhdmolysat™ 
wonnen, dessen wiasserige Lésungen stets ein wenig unterhalb des Neutra! 
punktes liegendes px (6,8) zeigten. Das Hamolysat wurde vor der Jodierung 
mit Sauerstoff gesattigt. 

Weiterhin haben wir das Hiamolysat dialysiert. Wir geben. hierfii: 
einen Ansatz als Beispiel: 

Eine frische Hamolysatlésung vom py 7,35 und einem Hamoglobin 
gehalt von 4,6° wurde 6 Tage lang in der Kalte unter einer Toluolschicht 
gegen oft gewechseltes destilliertes Wasser in groBen Fischblasen dialysiert. 
Danach hatte die Lésung ein p; von 6,88, ihr Volumen war nur wenig ver 
mehrt. Unsere auf diese Weise hergestellten Hamoglobindialysate zeigten, 
nach der Anordnung von Haurowitz (21) gepriift, keine Spur einer Dena 
turierung. 

2. Kristallisiertes Oxyhamoglobin. 


Kristallisiertes Oxyhamoglobin haben wir nach den Vorschriften 
gewonnen, die von M. Heidelberger (22), F. Haurowitz (23) u.a. aus- 
gearbeitet worden sind; es ist uns dabei aufgefallen, daB beim Durchleiten 
von Kohlendioxyd durchweg rhombische Plattchen, bei Anwendung 
von Stickstoff jedoch Nadeln erhalten wurden. Ein Unterschied im 
genuinen Zustand unserer Praparate mit oder ohne Alkoholzusatz zur 
Kristallisation haben wir nicht bemerkt. 


Beispiel: Aus | Liter defibriniertem Pferdeblut wurde '/, Liter Erythro- 
cytenaufschwemmung erhalten (s. A 1), die 20 Stunden in der Kalte gegen 
destilliertes Wasser dialysiert wurde, wobei Hamolyse eintrat. Die sirupése 
Lésung wurde mit ,,Theorit‘'-Asbestflocken verriihrt und (mit 4500 Touren) 
scharf abzentrifugiert. Wir erhielten nach nochmaligem Absaugen iiber 
Asbest eine vollkommen stromatafreie, hochkonzentrierte Oxyhamoglobin 
losung, von der ein Teil im Kaltegemisch bei 0° unter Einleiten von Kohlen- 
dioxyd, ein anderer unter Einleiten von Stickstoff bereits nach 10 Minuten 
eine reichliche Kristallisation ergab; die abzentrifugierten und mit Eis 
wasser gewaschenen Kristalle wurden in wisseriger L6sung oder Suspension 
zu unseren Versuchen verwendet. 

Auch durch Einleiten von Sauerstoff erhielten wir gute Ausbeuten von 
Oxyhaimoglobinkristallen. Alle Kristallisate waren in Wasser schwer 
léslich. Zur Umkristallisation, aber auch zur ersten Gewinnung der Kristalle 
haben wir mehrfach der Hamoglobinlésung bei 0° unter starkem Riihren 


1 Von der Fabrik Seitz, Kreuznach. 
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und gleichzeitigem Durchleiten von Kohlendioxyd oder Stickstoff '/; ihres 
Volumens an eisgekiihltem Alkohol zugesetzt: hierbei erhielten wir fast 
nur Nadeln. 

Methdamoglobin haben wir nach den Angaben von Haurowitz (24) 
hergestellt; zu diesem Zweck haben wir die Kristallisation des Oxy- 
himoglobins durch Zusatz von Methanol (an Stelle von Athylalkohol) 
herbeigefiihrt und die abgetrennte Kristallmasse zur Umwandlung in 
das Methimoglobin 10 Tage lang in 5°,iger Methanollésung bei 37° 
digeriert. Wir haben sehr gute Ausbeuten von spektroskopisch einheit- 
lichem Charakter erhalten. 


3. Koaguliertes Hamoglobin. 


Koaguliertes, d.h. in Wasser unlésliches Hamoglobin, haben wir in 
verschiedener Weise hergestellt, und zwar: 

a) Durch Hitze. 100 cem einer 4° igen ausdialysierten Hiamoglobin- 
lésung wurden im Wasserbad kurz auf 100° erhitzt; nach dem Erkalten 
wurde das gebildete braune Koagulum von der iiberstehenden, noch rot 
gefarbten Fliissigkeit abgetrennt, mit dest. Wasser gewaschen und als feuchte, 
fein zerriebene Paste aufbewahrt. 

b) Durch Aceton. Die Hamoglobinlésung wurde unter starkem Riihren 
in die vierfache Menge Aceton, der einige cem 2n Essigséiure zugesetzt 
waren, einlaufen gelassen. Der Niederschlag wurde erst mit Wasser, dann 
mit Aceton, schlieBlich mit Ather gewaschen und im Exsikkator getrocknet. 
Staubfeines, rotbraunes Pulver. In einigen Ansatzen wurde das Koagulum 
noch 2 Stunden mit Aceton gekocht. 


ce) Durch Schiitteln mit Chloroform. Die dialysierte Hamoglobinlésung 
wurde 2 bis 3 Stunden mit '/, ihres Volumens an Chloroform auf der 
Maschine geschiittelt. Das Hiamoglobin schied sich fast quantitativ in 
wasserunléslicher Form ab. Es wurde wie unter a) angegeben aufbewahrt. 


d) Durch Harnstoff. Unter geringer Modifikation der von Anson und 
Mirsky (25) iiber diese Form der Koagulation (bzw. Denaturierung) ge- 
machten Angaben wurden 350 ccm einer Hamoglobinlésung (pu 6,9) mit 
300 g Harnstoff versetzt, vom ungelésten Harnstoff abfiltriert und 3 Tage 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Sodann wurde die Lésung unter 
Riihren in 4 Liter Wasser eingegossen; aus der opaleszenten Fliissigkeit 
fiel auf Zusatz weniger Tropfen 2n Oxalséiure das Hamoglobin-Koagulum 
aus; es wurde einmal mit kaltem Aceton digeriert und dureh griindliches 
Waschen mit Wasser von anhaftendem Harnstoff befreit. 

Anmerkung: Die Gewinnung des wasserunléslichen Hamoglobin- 
Koagulums gelingt nur bei einem py unter 7,0. Wir haben auch versucht, 
genuine Globinlésungen durch Harnstoff zu denaturieren bzw. das Globin 
unléslich zu machen: dies gelang uns nicht. Ferner sei erwahnt, daB unsere 
Koagula in 60°,igem salzhaltigem Alkohol léslich sind. Wir haben 
auch die Léslichkeit der Koagula in Schweitzers Reagens [vgl. dazu 
Z. Stary (26)] festgestellt. AuBer dem sogenannten ,,Kathaimoglobin“ sind 
nach unseren Versuchen in einer heiBen, 60 °,igen alkoholischen Chlornatrium- 
lésung (60 cem Athylalkohol ‘ 40eem gesattigte Chlornatriumlésung, 
vom ausfallenden Chlornatrium abfiltriert) léslich: Paraglobin als feuchte 
Paste und als trockenes Pulver, und Casein (Hammarsten). Aus den klaren 
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Lésungen werden diese Substanzen durch Wasserzusatz vollkommen au 
gefallt. Koagulate von Ovalbumin, Serumalbumin und Serumglobuli 
sind in der alkoholischen Kochsalzlésung unldéslich. 


4. Globinchlorhydrat und genuines Globin. 

Einen groBen Teil unserer Versuche haben wir mit dem reinen 
Globinmaterial angestellt, das als Chlorhydrat aus genuinem Hamo- 
globin nach einer von Schenck (27) beschriebenen Methode gewonnen wir 
(auch Anson und Mirsky haben mit dieser Methode gearbeitet). Das 
Globinchlorhydrat liefert unter entsprechenden Kautelen ein genuines, 
in Wasser lésliches Globin, das, ganz wie es von Hill und Holden (28) 
angegeben und von J. Roche (29) bestatigt worden ist, in alkalische: 
Léosung mit Haimatin zu Methamoglobin gekuppelt werden kann. Wir 
haben uns davon tiberzeugt, daB unser Material diese Eigenschaft besal}. 


Darstellung: Das blank filtrierte Hiamolysat aus frisch gewonnenen 
Erythrocyten wird auf 0° gebracht und dann unter starkem Turbinieren in 
die zehnfache Menge auf 0° gekiihlten Acetons, das pro Liter 13 ecm Salz 
saure 1,19 enthalt, allmahlich einflieBen gelassen. Die Abtrennung des 
Hamatins erfoigt sofort, zugleich mit dem Ausfallen des Globinchlorhydrats. 
Das weiBe Produkt wird auf eisgekiihlter Nutsche rasch abgesaugt und mit 
kaltem Aceton vollig himatinfrei gewaschen. 

Zur Gewinnung einer Lésung von genuinem Globin wird das noch feuchte 
Chlorhydrat in Eiswasser gelést und bei 0° mit n Natronlauge neutralisiert. 
Vom ausfallenden Paraglobin wird sogleich abfiltriert und die klare bla’ 
gelbe Lésung im Eisschrank salzfrei dialysiert. Die Gewinnung dieser 
Lésung genuinen Globins hangt von der Einhaltung der angegebenen 
Bedingungen ab: sie muB in Eiskalte erfolgen, und es soll nicht mehr als die 
unbedingt nétige Menge Salzsiure zur Abspaltung des Hamatins in An- 
wendung kommen; auch soll die Neutralisation langsam, am besten unter 
portionenweisem Eintragen der Natronlauge erfolgen. (Fiir unsere Versuche 
waren diese strengen Kautelen dann nicht nétig, wenn es uns lediglich auf 
die nachher zu beschreibende Gewinnung des ,,Paraglobins I*‘ ankam.) 

Handelte es sich nicht um die Gewinnung von genuinem Globin, so 
wurde das mit Aceton ausgewaschene Globinchlorhydrat noch mit Ather 
gewaschen, auf Ton abgepreBt und im Exsikkator getrocknet; es bildete ein 
schneeweiBes, staubfeines, in Wasser spielend leicht lésliches Pulver. Eine 
Chlorwasserstoffbestimmung unseres Praparats ergab 5,1%, einen Wert. 
der mit den Bestimmungen von Ishiyama (30) iibereinstimmt. 

Soll das Globinchlorhydrat aus seiner wiisserigen Lésung mit dem 
vier- bis fiinffachen Volumen Aceton umgefallt werden, so ist Zusatz einiger 
Tropfen Salzsiure 1,12 nétig; die wasserige Lésung kann auch durch iiber- 
schiissige Salzsiure 1,12 ausgefaillt werden. Ebenso bewirkt der Zusatz 
von sehr wenig gesattigter Kochsalzlésung eine vollkommene Ausflockung. 
Athylalkohol allein fallt die wasserige Lésung des Globinchlorhydrats 
nicht, wohl aber nach Zusatz des gleichen Volumens Ather. 2n Schwefel- 
sdure fallt ein unlésliches Sulfat. 


5. Paraglobin. 


Als Paraglobin I bezeichnen wir die in Wasser unldésliche 
basische — Form des Globins, d. h. dessen erstes, bereits bei der Frei- 
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setzung aus dem Chlorhydrat durch Alkali (oder Natriumacetat) ent- 
stehendes Umwandlungsprodukt. Das von uns friiher benutzte ,,Globin“, 
das nach der von Strauss und Griitzner (2) angegebenen Methode ge- 
wonnen war, bezeichnen wir jetzt als Paraglobin Il; seine von denen 
des Paraglobins I abweichenden Eigenschaften sind eine Folge seiner 
Darstellungsweise (aus Eisessig). La es uns nicht gelungen ist, das 
Paraglobin I in das Paraglobin II umzuwandeln, schlieBen wir, dab die 
Veranderung dieses Paraglobins bereits in statu nascendi erfolgt ist, 
d.h. daB hier die Art der Haimatinablisung durch die Essigsdure im 
Gegensatz zu der Wirkung der Salzsiure — eine Rolle spielt. 

Das Paraglobin I haben wir wie folgt bereitet: 

Die wisserige, méglichst konzentrierte Lésung des Globinchlorhydrats 
wurde zuerst mit 2n Natriumacetatlésung bis zum Verschwinden der 
kongosauren Reaktion versetzt und sodann mit n Natronlauge genau 
neutralisiert. Der Niederschlag wurde abfiltriert und in wasseriger Suspen- 
sion salzfrei dialysiert, sodann wurde er auf der Zentrifuge so lange mit 
destilliertem Wasser gewaschen, bis alle noch léslichen Anteile entfernt waren. 


Einen zweiten Weg zur Darstellung des Paraglobins I zeigt das 
folgende Versuchsbeispiel: 


10g Globinchlorhydrat wurden in 400 cem Wasser gelést und mit 
n Natronlauge genau neutralisiert; das ausgefallene Paraglobin wurde mit 
Wasser gewaschen, in n Natronlauge gelést und zur Dialyse gegen Leitungs- 
wasser gebracht. Nach 3 Tagen hatte sich bei neutral gewordener Reaktion 
das Paraglobin I fast quantitativ abgeschieden. Es ist wichtig, hier zu 
bemerken, daB das Paraglobin sich bei der Dialyse nicht aus saurer, sondern 
aus alkalischer Lésung abscheidet. Das vollig salzfreie Paraglobin wurde, 
soweit es nicht als feuchte Paste zum Versuch kam, durch Behandlung mit 
Aceton und Ather getrocknet; es bildete dann ein staubfeines, schwach 
gelbliches Pulver. Bemerkt sei noch, daB in unseren reinsten Priaparaten 
durch die Nitroprussidreaktion keine freien Sulfhydrylgruppen nachweisbar 
waren. Beim Veraschen hinterlieBen die Substanzen kein Eisen. 

Aus dem zu Vergleichszwecken nach der alten (Kisessig-)Methode 
hergestellten Paraglobin II haben wir ein Chlorhydrat gewinnen kénnen, 
das sich von dem oben beschriebenen Produkt (nach Schenck) in keiner 
Weise unterschied. Wir geben folgendes Beispiel: 


50 ccm einer Paste Paraglobin IL wurden in 200 cem Wasser suspendiert 
und durch Zusatz von wenig Salzsaure 1,12 glatt in Lésung gebracht. Durch 
einen starken UberschuB8 dieser Saiure wurde das Chlorhydrat in dichten 
grauen Flocken ausgefallt; es wurde abzentrifugiert (die Fliissigkeit enthielt 
sehr viel Eisen'), in destilliertem Wasser gelést und klar filtriert. Diese 
Lésung wurde nun in das zehnfache Volumen Aceton, dem wenig Salzsaure 
zugesetzt war, eingegossen, wobei das Globinchlorhydrat in voéllig weiben 
Flocken ausfiel. Nach mehrfachem Waschen mit Aceton und nach wieder- 
holter Umfallung aus wasseriger Lésung erwies sich das wie beschrieben 
getrocknete Praparat als eisenfrei. 


1 Das zum Teil aus der bei der Darstellung verwendeten Tierkohle 
stammte! 
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B. Methoden und Ergebnisse der Jodierung. 
1. Jodierungen in alkalischer Lésung. 

In der Methodik der bicarbonat-alkalischen wie der ammoniakali- 
schen Jodierung ist eine Veraénderung gegeniiber unseren friiher ge- 
gebenen Beschreibungen nicht eingetreten. Wir haben lediglich bei der 
Jodierung in Ammoniak, d.h. mit Jodstickstoff, in einigen Ansatzen 
mit etwas stirkeren Konzentrationen gearbeitet (so, daB ein Uberschub 
des Jodstickstoffs ausgeschieden blieb). Wir haben bei allen unseren 
Versuchen — im alkalischen, neutralen und sauren Medium — stets mit 
einem groBen JodiiberschuB gearbeitet. Die Dauer der ammoniakalischen 
Jodierung in der Kalte haben wir in den meisten Fallen auf 2 Stunden 
beschrankt, insbesondere dann, wenn es uns auf die Gewinnung des 
maximalen, sogenannten ,,A-Wertes’* (komplette Jodierung an den 
Imidgruppen) nicht ankam. 


Neu in diesem Zusammenhang ist dagegen die Jodierung in sehr 
verdiinnter Natronlauge in der Kalte, der wir die absoluten Maximal- 
jodwerte des Globins verdanken. 


Die zu jodierende Substanz wurde in 1 %iger Lésung mit 2 n Natron- 
lauge versetzt, und zwar so, daB sich eine 0,2 °,ige alkalische Lésung ergab 
(Beispiel: 4 g Hamoglobin in 400 ccm Wasser + 10 ccm 2n Natronlauge). 
Zu der in Eis stark gekiihlten Fliissigkeit wurden unter Riihren 150 cem 
n/10 Jodlésung tropfenweise zugefiigt. Nach '/, Stunde wurde der Jod- 
iiberschuB durch Zusatz der eben n6étigen Menge n/10 Thiosulfatlésung 
gebunden und das jodierte Produkt mit 2n Essigsaéure gefallt. Die sowohl 
beim Hamoglobin wie beim Globin auBerst feinflockig ausfallende Substanz 
wurde zur Darstellung des maximal jodierten Proteins auf der Zentrifuge 
mehrfach ausgewaschen, sodann zwei- bis dreimal aus 2n Natronlauge 
durch 2n Essigsiéiure und ebenso einmal unter Acetonzusatz 4:1 (80°, 
Aceton) umgefallt. Falls jetzt die Reaktion auf Jodionen noch positiv 
ausfiel, wurde die Umfallung wiederholt, bis véllige Freiheit von anhaftendem 
Jod erreicht war (auch anhaltende Dialyse der alkalischen Lésungen fiihrte 
zum Ziel). Die mit Aceton und Ather gewaschene Substanz wurde im Hoch- 
vakuum iiber Atzkali und Schwefelséure getrocknet. 


Zur Gewinnung der sogenannten ,,B-Substanzen‘‘, d.h. der nur 
am Kohlenstoff jodierten Produkte, haben wir die Behandlung mit 
schwefliger Saure — abgesehen von einigen Fallen, in denen wir die 
friiher beschriebene Methode der Umfallung aus alkalischer Lésung 
unter Zusatz von Natriumbisulfit und 2 n Schwefelsiure anwandten 
in folgender Weise ausgefiihrt : 

In die Lésung der zu dejodierenden Substanz in méglichst wenig 2 n 
Natronlauge — das Lésungsvolumen iiberstieg 400 cem nicht — wurde 
Schwefligsauregas eingeleitet, bis die entstandene Fallung sich wieder 
gelést hatte, was bei den salzarmen Lésungen sehr rasch erfolgte, und die 
Lésung noch 12 bis 24 Stunden stehengelassen. Sodann wurde durch 
Zusatz von festem Natriumacetat das Jodprotein ausgefallt, zundchst in 
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hohen Zylindern absitzen gelassen, dann auf der Zentrifuge bis zur Jod- 
freiheit des Waschwassers gewaschen und die Umlésung aus Natronlauge 
und schwefliger Saure solange wiederholt, bis keine Spur abgespaltenen 
Jods im Waschwasser mehr nachweisbar war. Die somit in nur noch ,,kern- 
jodierter** Form vorliegende Substanz wurde in 2n Natronlauge geldst, 
filtriert, mit dem vierfachen Volumen Aceton versetzt, mit 2 n Essigsaure 
gefallt, schlieBlich mit Aceton entwassert und nach dem Waschen mit 
Ather im Hochvakuum iiber Atzkali und Schwefelsaure getrocknet. 

Das Hamatin, das den bei der Jodierung von Himoglobin gewonnenen 
Substanzen noch anhaftete, konnten wir durch Anwendung des Aceton- 
Salzsaiureverfahrens, wie es bei der Globindarstellung gebraucht wird, 
weitestgehend entfernen. Die méglichst konzentrierte L6sung der Substanzen 
in wenig 2n Natronlauge wurde in das vier- bis fiinffache Volum Aceton, 
das pro Liter 13 ccm Salzsiure 1,19 enthielt, eingetragen; der entstehende 
Niederschlag, also ein Chlorhydrat, wurde mit Aceton gewaschen, in Wasser 
gelést und mit 2 n Natriumacetat ausgefallt. 

Zur Analyse unserer, vorher bei 110° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trockneten Substanzen bedienten wir uns stets der von uns friiher (3) be- 
schriebenen Jodbestimmungsmethode. In jeder Substanz wurde die Asche 
bestimmt und bei der Berechnung beriicksichtigt. 


Ergebnisse der alkalischen Jodierung des Haimoglobins 

und des Globins. 

Die Tabelle V enthalt die B-Werte des in bicarbonatalkalischer 
Lésung jodierten Hdmoglobins. Die Jodierungsprodukte fallen beim 
JodierungsprozeB nicht aus und bleiben in Alkali léslich; sie sind durch 
anhaftendes Hamatin rétlich gefarbt. 


Tabelle V. Hamoglobin in Natriumbicarbonat. 








; ! Jod ea! Jod 
Nr. Material in °/o Nr. | Material in /y 
239 =Hamolysat. ..... 7,98 | 370 | Hamoglobindialysat . . | 8,04 
243 ss eee ee) 991 | 406.a) Hamoglobinkristallisat 8,18 
244 ‘i sees woe pe Oe aay . 8,0 
293 Hamoglobin Merck . . 7,86 | 408 | Trockenhamolysat . . 8,17 
294 “ » «+ 7,98 | 409 | Hamoglobinkristallisat 7,95 


Durehschnitt: 8,00 °,. Ber.: 7,83. 


In Tabelle VIa und b sind die B-Jodwerte des Hadmoglobins aus 
ammoniakalischer Jodierung in der Kalte enthalten. Sie zeigen, daB das 
Hamoglobin je nach der Intensitét der Ammoniakeinwirkung den Wert 
ber. 7,83 oder ber. 8,71 gibt. Der héhere Wert wird bei langerer Kin- 
wirkung und auffallenderweise besonders leicht bei dialysiertem Material! 
gewonnen. Dieser Anstieg wird bei der Bicarbonatjodierung des Hamo- 
globins nicht erreicht. 
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Tabelle Via und VIb. Hamoglobin in Ammoniak. 





Material : Nr. Material 


203 | Hamolysat 
2038 e | is 
203 ¢ a 
204 a 
229 rare 
230 » go pie 
288 ; Mts ae 


132 || Hamoglobin Merck . 8,69 
203 a ie - . || 8,42 
235 Hamolysat .....) 8458 
256 . je. eae. OS 
269 Trockenhamolysat . . 139 
287 Hamolysat ..... 842 
352a  Hamoglobindialysat . 8,97 
852b 8,87 


Durchschnitt: 7,95°%. Ber.: 7,83°%. | Durchschnitt: 859%. Ber.: 8,71 °,. 
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In der folgenden Tabelle VII sind die Ergebnisse der bicarbonat. 
alkalischen Jodierung des nach der neuen Methode (A 4) gewonnenen 
tlobinchlorhydrats bzw. des daraus entstandenen Paraglobins I zusammen 
gestellt. Wir beobachteten, daB — im Gegensatz zum Hamoglobin 
das Material im JodierungsprozeB, und zwar bereits beim Ansatz, aus. 
fiel und in Alkali unléslich blieb; es ist bemerkenswert, daB trotzdem 
hierbei der héhere Wert erreicht wird. Das Paraglobin I liefert stets 
den um ein Jodatom héheren Wert als das Paraglobin II; erneute 
schwach alkalische Jodierungen von Paraglobin IT (Ammoniak ode 
Natriumbicarbonat) haben den Wert 7,83 bei diesem Material bestatigt 
(34la und 341c); weitere Vergleiche folgen bei der sauren Jodierung. 


Tabelle VII. 
Paraglobin I (aus Chlorhydrat) in Natriumbicarbonat. 





et oy _ Jou 
Nr. Material in Nr. || Material || in 0 


147 | Globinchlorhydrat . . | 8,59 | 323a, ParaglobinI. . . . . = 8,54 
248 = -ParaglobinI. . . . . | 8,57 | 323b) Globinchlorhydrat . . 8,66 
323 Globinchlorhydrat . . | 8,54 

Durchschnitt: 8,58 %. Ber.: 8,71 %. 

Die gleiche B-Jodzahl erhielten wir immer bei der Jodierung des 
vorstehenden Materials (ebenfalls im Gegensatz zum Haémoglobin und zu 
dem Paraglobin II) in ammoniakalischer Lésung in der Kialte, gleichviel. 
ob wir den ProzeB ganz kurz — 1/, Stunde — oder langere Zeit — bis zu 
8 Stunden — im Gang hielten. 


Tabelle VIII. Paraglobin I in Ammoniak. 





Jod ‘ P 
Nr. Material in %/, Nr. Material 


T 


141 | ParaglobinI. .... | 8,7 350 | Paraglobin I . 
142 Globinchlorhydrat. . . | 8,5 365 
202 rae, 369 ‘ 
221 ‘. ... | 8,75 | 88t 
345a | Globinchlorhydrat* . . 8,9 
Durchschnitt: 8,69%. Ber.: 8,71. 
* Aus Paraglobin II gewonnen! 
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Die héchste, theoretisch geforderte B-Jodzahl 9,56 zeigen, 
neben der gleichfalls maximalen A-Zahl = 14,39, die kurzdauernden 
Jodierungen in sehr verdiinnter Natronlauge in der Kalte: Tabelle IX 
faBt die Ergebnisse fiir Hamoglobin und Globin zusammen, da hier 
unter ,,extremen‘’ Bedingungen der Jodierung die Unterschiede der 
Ausgangsmaterialien verschwinden. Alle Substanzen sind alkaliléslich 
und fallen in feinsten Flocken aus. 


Tabelle IX. Hamoglobin und Globin in Natronlauge. 





A-Jod B-Jod 


Nr. Material in Jo in Jo 


(1) 311a  Globinchlorhydrat . . . 14,95 9,72 
311b p eae 9,87 
342a  Globinacetat ...... ~ 93 
366 Paraglobin II . igtey AS — 95 

(2) 316 Trockenhamolysat. ... | 14,4 
317 ” _ 

Durchsechnitt: A 


ere 9,9 
5° B 9,65 % 


14,65 °,,, 
Ber.: 14,39 %, 9,56 %. 


Hieran schlieBen wir die Ergebnisse von Jodierungen genuiner 
Hlobinlésungen in Ammoniak; der ProzeB verlief bei 0° innerhalb einer 
halben Stunde. 


Tabelle X. Genuines Globin in Ammoniak. 





A-Jod B-Jod 


Nr. Material in J in Jo 


195 - 9,43 
200 | Lésung von genuinem | - 9,29 
205 | Globin, py 7,0 | — 9,43 
232 14,53 9,48 
Durchschnitt von B-Jod: 9.4%. Ber.: 9,56. 


Somit erhalten wir als Gesamtdurchschnitt fiir die Maximalwerte 
alkalischer Jodierung (Tabelle IX und X): 
A: 14,63%, ber. 14,39. B: 9,52%, ber. 9,56. 
Die Dejodierung dieser Substanzen bis zur vélligen Entfernung des 
Imidjods verlauft sehr langsam und machte viele Umfallungen nétig. 


2. Jodierungen in saurer Lésung. 

In unserer I. Mitteilung (3) (S. 179) haben wir einen Versuch zur 
Jodierung des Paraglobins II in essigsaurer Lésung geschildert; das 
damalige Ergebnis kann aber nicht als brauchbar gelten, weil in jenem 
Versuch die Abstumpfung der sauren Lésung bzw. die Bindung des 
iiberschiissigen Jods mit starker Natronlauge erfolgte; hierdurch wurden 
nachtraglich die Bedingungen einer alkalischen ,,Kurz‘‘-Jodierung ge- 
schaffen und unbeabsichtigterweise eine Hochjodierung erzielt. Wir 
haben die saure Jodierung nunmehr im einzelnen ausgestaltet ; vor der 


15* 
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Beschreibung der Methodik sei darauf hingewiesen, dab die vorg: 
schriebenen Versuchsbedingungen genau eingehalten werden miisse1 
damit konstante Werte entstehen. Mit Hilfe unserer Ansatzmod: 
fikationen und unter Verwendung verschiedener Ausgangsmaterialie) 
konnten wir die ganze Jodwertskala von 5,11 bis 7,83 % — dies ist bein 
Hamoglobin und Globin der obere Grenzwert der sauren Jodierung 
zur Darstellung bringen. 


Als ,,Standard*-Ansatz (1) wahlten wir nach vielen Vorversuchen eine: 
solchen, der 50% Essigsaiure enthielt. 2 g der zu jodierenden Substanz (ein 
entsprechende Menge feuchter Paste bzw. Kristallisats oder gemessen: 
Mengen der Hamolysate und Dialysate) wurden in 300 ccm destillierte: 
Wassers und 200 cem 99 °,igen Eisessigs angesetzt bzw. in Lésung gebracht : 
5ecem einer 20% igen Jodsiurelésung = | g Jodsaure! und 100 cem eine: 
2% igen Lésung von Jod in Eisessig wurden zugefiigt und das Reaktions 
gemisch sodann wahrend 20 Stunden bei 37° in verschlossener Flasch: 
digeriert. Nach dieser Zeit (sogenannte ,,Langjodierung‘‘) wurde die Fliissig 
keit durch Eiszusatz abgekiihlt und mit Wasser auf das doppelte Volumen 
verdiinnt. Da es uns bei den zu schildernden Versuchen zumeist nur auf di: 
Gewinnung der B-Jodwerte ankam, konnten wir sofort durch Einleiten von 
Schwefeldioxyd das iiberschiissige Jod binden. Hierbei wurden die Lésungen 
der jodierten Globine fast farblos; die Hadmoglobine blieben (es zeigte sic] 
dabei ein Parallelgehen mit der Héhe des Jodierungsgrades) dunkler ode: 
heller gefarbt; bei jenen Ansatzen, welche den Saurehéchstwert 7,83 lieferten, 
trat beim Einleiten von Schwefeldioxyd unter Entfairbung eine diffuse 
Triibung auf. Das Jodierungsprodukt wurde durch Zugabe des gleichen 
Volumens einer 2n Natriumacetatlésung ausgefallt: Hierbei haben wi: 
regelmaBig zuerst die Beobachtungen iiber die Form der Niederschldge und 
deren Senkungsdauer gemacht, von der wir in der Einleitung gesprochen 
haben (S. 208). 

Die weitere Reinigung der Jodierungsprodukte erfolgte zuerst durc} 
mehrfaches Dekantieren in groBen Standzylindern, dann durch Auswaschen 
auf der Zentrifuge; die véllige Entfernung des Imidjods wurde schlieBlic} 
wie oben (B 1, 8S. 216) beschrieben bewirkt. Eine letzte Umfallung durch 
Lésen in 80° igem Aceton mit Natronlauge, Filtrieren und Fallen mit 2 1 
Essigsaure, Entwassern und Trocknen erfolgte wie bereits angegeben (Ent 
fernung des Hamatins vgl. S. 217). 

Die Variierung des Essigsdéuregehalts und der Jodsdéuremenge in 
unseren Ansatzen hat die Jodierung im sauren Medium zu einem im 
vorliegenden Falle sehr brauchbaren Instrument gemacht. Wir geben 
die Typen der verschiedenen Ansatze im folgenden wieder; die Menge 
des zu jodierenden Materials = 2 g bleibt die gleiche. Die vorhandene 
Jodséure geniigt tibrigens in allen Fallen, um den bei der Substitution 
gebildeten Jodwasserstoff zu entfernen; Jod ist wahrend der Jodierung 

° os : i : 
stets in starkem Uberschu8 vorhanden; in verdiinnt essigsauren An- 
sitzen scheidet sich stets etwas metallisches Jod ab. 


1 Uber die hierbei auftretende Reaktion der Proteinlésungen haben wit 
berichtet (31). 
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1. Standardansatz = 50° ige Essigsaure: 
300 ccm Wasser, 
200 cem 99° ,iger Eisessig + 5cem 20°%ige Jodsaéurelésung, 
100 cem 2°% iger Jodeisessig. 

Volumen 600 cem. Jodgehalt 0,33°,. Jodsaure 0,17 °,. 


2. Sdureansatz verstarkt = 75°,ige Essigsaure: 
100 cem Wasser, 
200 cem 99 °oiger Eisessig -+ 5 cem 20 °ige Jodsiurelésung, 
100 cem 2° ,iger Jodeisessig. 

Volumen 400 cem. Jodgehalt 0,5°,. Jodsaéure 0,25 %. 

Durch Zusatz von 200 cem 75% iger Essigsiure wurde das Volumen 
dieses Ansatzes und sein Jodgehalt auf die ,,Norm‘* des Standardansatzes (1) 
gebracht : 

Volumen 600 cem. Jodgehalt 0,33°,. Jodséure 0,17 °%%. 

3. Sdureansatz verstdrkt = 80° ,ige Essigsaure: 

100 cem Wasser, 
300 cem 99° iger Eisessig + 5cem 20° ige Jodsaiurelésung, 
100 cem 2%iger Jodeisessig. 

Volumen 500 cem. Jodgehalt 0,4°,. Jodséure 0,2. 

4. Verdiinnt saurer Ansatz = 30° ,ige Essigsaure: 

400 cem 2 n Essigséure (12°,) + 5 cem 20 °,ige Jodsaiurelésung. 
50 cem 2° ,iger Jodeisessig, 
50 cem 99 %iger Eisessig. 

Volumen 500 cem. Jodgehalt 0,2°,. Jodsaéure 0,2 °,. 

Eine weitere Veranderung wurde durch vermehrten (bis 2 g) oder ver- 
minderten Jodsaéurezusatz (0,5 ¢) bewirkt; dies wird in den betreffenden 
Tabellen angemerkt. 

Um A-Substanzen, d.h. Jodprodukte mit ihren Imidjodwerten, dar- 
zustellen, wurde in den wie angegeben abgekiihlten und stark verdiinnten 
Reaktionsgemischen das iiberschiissige Jod mittels sehr verdiinnter Natrium- 
thiosulfatlésung gebunden und dann die Fallung mit 2 n Natriumacetat- 
lésung bewirkt; Reinigung und Umfiallungen erfolgten wie mehrfach be- 
schrieben. 

Ergebnisse der Jodierung des Hamoglobins 
und des Globins in Saure. 

Im Standardansatz (1) tritt beim Hdmoglobin baw. den Hamolysaten 
und beim Methdmoglobin der Jodwert 6,94 auf; derselbe Wert wird bei 
den gleichen Materialien im verstarkt sauwren Ansatz (2) und (3) im 

+ . . » o . es 
letzteren Falle mit geringer Uberhéhung! — erreicht. Im verdiinnt sauren 
Ansatz (4) zeigten die Hamolysate den Wert 6,03, im gleichen Ansatz, 
aber mit nur 0,5 g Jodséure, den Wert 5,11 (Tabellen XIa bis XId). 

Der Saurehéchstwert 7,83 wird beim Hamoglobin erst durch eine 
weitere Verstirkung des Ansatzes (2) erreicht, d. h. dadurch, daB dieser 
nicht durch den Zusatz von 200 cem 75 °,iger Essigséure auf das Volumen 
600 cem gebracht wird, also einen Jodsduregehalt von 0,25 °, besitzt; 
in den Versuchen Nr. 258, 285, 286 erfolgte ein Zusatz von 2 g Jodsaure 
= 0,5%. Die Jodprodukte dieser Reihe sind farblos: es hat in diesem 
Ansatz komplette Abspaltung bzw. Zerstérung des Hamatins statt- 
gefunden. 
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Tabelle Xla. Hamoglobin. Tabelle XIb. Haimoglobin. Ver 
Standardansatz (1). starkter Ansatz (2) und (3). 





; Jod : : Jod 
Nr. Material ll in lo Nr. Material in % 0 


83 || Hamoglobin Merck . 6,83 (2) 249 Hamolysat . .. . | 7,12 
85 || Trockenhamolysat . . 6,86 250 re Perry ee 
109 || Hamoglobin Merck . 6.80 264 Trockenhamolysat . 6,89 
112 || i , ia 266 ‘ . 6,96 
158 Hiimolysat . . .. . 6,80 267 ‘is . || 6,85 
164 | Trockenhamolysat . . 7,05 268 | Hamoglobin Merck | 6,75 
172 ‘ . . | 6,87 272  Trockenhamolysat . 
174 Hamoglobin Merck . 6,97 273 . 
208 s . 6,62 274 
223 = =Trockenhamolysat . . 7,15 275 m : 
224a Himolysat ..... = 7,11 276 Hamoglobin Merck 
225a . co aoe age 283 Trockenhamolysat . 
2264 . rere 284 " ; 
226 * 5 ee ae ae 
234 . te oot ee 
237 ‘ errs in| 
346 . <5 6 + © On 
360 x oe ee ee 
368a  Methamoglobin . . . 6,80 
374 . joe? ee 
387 - + acum Pee 
387 a . « - || 6,90 
Durchschnitt: 6,98°%. Ber.: 6,94 %. 
Tabelle XId. Hamoglobin. Ver- 


Tabelle XIc. Hamoglobin. diinnter Ansatz (4) (0,1% Jod- 
Verdiinnter Ansatz (4). saure). 
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Nr. Material ay Nr. Material 


114 Trockenhamolysat . . 5 253 || Hamolysat 

152 a bl ; 254 . 

218 ms 2% 339 * 

840 9 Ae 372 . 

353 ~ Ba 376 ; in Be 
354 . . v Durchschnitt: 5,18°,.  Ber.: 5, 
403 ~~» Th Oe 
Durchsehnitt: 589%.  Ber.: 6,03 %, 


Tabelle XII. Hamoglobin. 
Verstarkter Ansatz (2), modifiziert (0,25% Jodsaure). 
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Im Gegensatz zu den in Tabelle XIa und b verzeichneten Werten 
der Standardjodierung der Himolysate (6,94) liefert der gleiche Ansatz 
bei ausdialysiertem und bei kristallisiertem Hamoglobinmaterial den 
Wert 5,11. 

Tabelle XIII. 


Hamoglobindialysate und -kristallisate. Standardansatz (1). 





. . , Jod 
Nr. Material i | Nr. Material in ry . 


347 Dialysat. . .. 5, 395 Oxyhamoglobinkristallisat * || 5,18 
361 ‘ cal gta a : 395a 5,32 
389 II ms ee wt } 411 5,15 
401 eae 4188 5,08 
413a ray 1 421a 5,06 
413b ‘ : 421b 4,92 
415 elie 425 _ 4'99 


Durchschnitt: 5,09%. Ber.: 5,11 %. 


* Die Kristallisate kamen in wisserigen Liésungen oder in der Form feuchter Pasten zum 
Ansatz, nicht in getrocknetem Zustand. 





Die im vorstehenden zusammengefaBten Ergebnisse werden durch 
die folgenden Angaben ergiinzt: 


a) Wir haben (wie einleitend bereits erwahnt) die basischen Stoffe, die 
den Hamolysaten durch die Dialyse entzogen werden, durch Einengen der 


AuBenwasser im Vakuum gewonnen und diese Konzentrate zu Beginn der 
Jodierung in kleiner Menge dem Dialysatansatz wieder zugefiigt: dabei zeigte 
sich ein nur teilweiser Wiederanstieg des Jodwertes. Setzten wir an Stelle des 
Dialysats Soda bis zum px 7,5 zu, so erhielten wir iiberhaupt keinen Anstieg 
des Jodwertes. Vermutlich besteht eine Analogie zwischen diesem Mangel 
an ,,lytischer Wirkung** der Soda und dem Bicarbonateffekt bei Himoglobin, 
wo nicht der Wert 8,71, sondern 7,83 auftritt. Wir haben unsere Unter- 
suchungen an diesem Punkte nicht fortsetzen kénnen und miissen uns auf 
die Mitteilung der bisherigen Ergebnisse beschranken; iiber die chemische 
Zusammensetzung des Konzentrats kénnen wir noch nichts aussagen 
(Tabelle XIITa). 


b) Hierher gehért auch der Befund, den wir an ,,basenhaltigen*: Kri- 
stallisaten erhoben haben; das Material war ein aus konzentrierten Hamo- 
lysaten durch Einleiten von Kohlendioxyd bei 0° (ohne Zusatz von Alkohol) 
gewonnenes Kristallisat in rhombischen Blattchen. Die Jodierung im 
Standardansatz (1) ergab hier den um ein Atom Jod erhéhten Wert 6,03, 
dies in Analogie zu der bei Wiederzusatz des Basenkonzentrates erfolgenden 


Erhéhung (s. oben) (Tabelle XIIIb). 


Tabelle XII1a. Dialysat + ,,basische Stoffe. Standardansatz (1). 





Nr. Material | Jod in %Jp 


Di ae We oe et, aie ee 49 
» +» Peem ,Mommeiret”. . i... kk ee 6,25 

oe lg < ere or na 6,5 

+ n/10 Sodalésung bis py 7,5 . 4.74 


” 











H. Bauer u. E. Strauss: 


224 


Tabelle XIIIb. Basenhaltige Kristallisate. Standardansatz (| 





Jod Nr. Material Jod 


Nr. Materié ; } J : 
r aterial in 0 in 0 


419 Hamoglobinkristalle/CO, 6,14 | 426 Hamoglobinkristalle/CO, 5,8 

4204 - 6,33 | 422a i. 5.97 

420 b 5 6,1 | 422b . 6,07 
Durehschnitt: 6,07 °). Ber.: 6,03 °,. 


Ferner moége hier die Beobachtung mitgeteilt werden, daB bei Zusat 
von Methanol zum Standardansatz (1) (Ersatz von 100 cem Wasser durc!} 
100 eem Methanol) der Jodwert erhéht wird; Vorversuche machen es wah: 
scheinlich, daB eine Analogie in bezug auf die Entfernung des Hamatin 
zwischen Methanol + Jodséure einerseits und Aceton-Salzsiure andererseit- 
besteht. 


Tabelle Xlllc. Methanoleffekt auf Hamoglobin. 





Nr. Material Ansatz Jod in °/9 Ber. Gef. 


373 Trocken- (1)-Standard+ 100 cem 8,07 7,83 6,94 
hamolysat Methanol 

374 | Methamoglobin- 9 +1ig HJO, 7,06 6,94 5,11 
kristallisat 

387 Dasselbe a +ig , 7,16 6,94 5,11 

387 a a 3 +1g¢g 6,90 6,94 5,11 

375 Dialysat = +05 ¢ H JO; 6,16 6,03 5,11 

377 = a +05¢ , 5,77 6,03 5,11 


d) Auch Erhéhung der Ansatzstarke fiir die Jodierung des Dialysats 
ergab bei Ansatz (2) und (3) die Werterhéhung, die einem Atom Jod ent 
spricht (6,03) (Tabelle XIIId). 


Tabelle XIIId. Dialysat. Verstarkter Ansatz (2) und (3). 





i Material Jod in J, Nr. || Material Jod in ° 

(2) 245 Dialysat . 5.88 849 Dialysat . . . 5,66 

246 : 5.78 3490 i - ol 684 

(3) 347a ‘5 5,73 349 b % a daies 6,32 
pene hechnitt: 5,95 %. Ber.: 6,03 %. 


In verdtinntem Ansatz (4) zeigte ii arene den Wert 5,11: 
Nr. 429: Jod-% 4,99. Nr. 430: Jod-% 4,74. 
SchlieBlich sollen hier die Resultate der Jodierung koagulierter Hamo 
globine im Standardansatz (1) wiedergegeben werden {Darstellung der 
Ausgangsmaterialien s. unter A 3., a) bis d)]. 


Tabelle XIV. Hiamoglobin-Koagulate. Standardansatz (1). 








Nr. Material vi, Nr. Material Rag 
105 | Acetonkoagulum. . . 4,86 187 Harnstoffdenaturierung 5,16 
106 : . «el eee 378a | Hitzekoagulation 100° 5,14 
107 ‘ oa yp eet 412a  Chloroform-Schiittel- 

113 * ot ees 5,19 koagulation . . | £78 
117 i cea 5,01 412b  Dasselbe ...... 4,77 
186 Harnstoffdenaturierung 5,31 


Durchsehnitt: 4.99%. Ber.: 5,11 °,. 
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Das Paraglobin I verhalt sich bei der Standardjodierung (Ansatz 1), 
aber auch im verstdrkten Ansatz (2) (3) analog dem Hamolysat: auch 
hier tritt der Jodwert 6,94 auf (Tabelle XV). Das nach der Methode von 
Strauss-Gritzner dargestellte Paraglobin II dagegen zeigt den Wert 
6,03 (Tabelle XVI), der erst im Ansatz (3) auf 6,94 ansteigt (s. Ver- 
gleichstabelle X VIII). Den Saurehéchstwert 7,83, der beim Hamoglobin 
nur durch starkste Sauregrade erreicht wird, gewannen wir beim Globin- 
chlorhydrat bereits im Standardansatz (1) (Tabelle XVII): bei diesem 
Material lieferte auch der verdiinnt saure Ansatz (4) den Wert 7,83. 
Wir erreichten ihn im Standardansatz auch mit 0,5 g Jodsdure (Ver- 
such 386). Paraglobin I dagegen ergab mit 2 g Jodséure im Standard- 
ansatz nur den Wert 6,94 (Versuch 371). 

Zum Jodierungsansatz des Globinchlorhydrats sei bemerkt, das 
wir dabei die schwach kongosaure Lésung vor der Jodierung durch 
Zusatz der eben nétigen Menge von 2 n Natriumacetat auf lackmussaure 
Reaktion gebracht haben; in einigen Versuchen, bei denen wir dies 
unterlieBen, zeigte die vorhandene sehr geringe Menge Salzséure keinen 
Einflu8 auf das Ergebnis. 

Die Zusammenstellung in Tabelle X VIII zeigt die oben angegebenen 
Unterschiede zwischen ParaglobinI und II in bezug auf die saure 
Jodierung, ferner deren Umwandlung in das (identische) Globinchlor- 
hydrat. 


Tabelle XV. Paraglobin. Standardansatz(l) und Ansatz (3). 








Nr. Material Jod in %/» Nr. Material Jod in Jo 
(1) 170 Paraglobin I. . 6,69 (3) 300 ~~ Paraglobin I. . 6.96 
171 i aa 6,72 325 “s aor 7,04 
179 7 ak 6,7 332 . ee 7,14 
180 < ee 6,66 336 ‘s va 6,76 
184 = cae 6,85 344a = Kg 6,83 
185 ‘ te 6,94 344 b - tae 7,01 
188 = rau 6,92 364 S — 6,74 
189 2 — 6,66 382 = ae 7,14 
198 a oe 6,64 388 ‘ re 7,0 


Durchschnitt: 6,84°,. Ber.: 6,94 °,. 


Tabelle XVI. Paraglobin II. Standardansatz (1). 





Nr. Material Jod in %» Nr. Material Jod in ° 





110 Paraglobin TT... 6,19 175 Paraglobin II. . . 6,12 
127 x ait ae 176 eet oe 
136 : eee ae . 77 oH 6.08 
137 = meee 212 Zo Sede 6,14 
138 ” joel alte ene 270 is ae 6,14 
139 a 


Durchschnitt: 6,01°,. Ber.: 6,03 °,. 
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Tabelle XVII. Globinchlorhydrat. 









Nr. Ansatz 


Standard (1) 
149 . 

157 x 

166 
191 | 
194 
199 
201 


3 33 3 


Jod in °%/» 





Sikorie 
© o> 


2NANNs 
— Or 
= 1 


x 
a 
a 


8,06 
7,86 





Nr. 





298 
299 
308 
318 
319 
320 
330 
355 


Durchschnitt: 7,84 %. 


Ber. : 







Ansatz 


(3) 

(3) 
Standard (1) 
20 ©, Saure 

(4) 

(4) 
Standard (1) 

(3) 


7,83 %. 
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Im Gegensatz zu dem Globinchlorhydrat zeigte in einem Jodierungs- 
versuch im Standardansatz das ,,Globinsulfat‘‘ den Wert 6,8 °% (ber. 6,94) ; 
hierzu sei auf eine analoge Beobachtung am Nitroglobin (s. folgende 
Mitteilung) hingewiesen. 











Tabelle XVIII. Vergleiche zu Paraglobin I, Il und Chlorhydrat. 








Jod in 0; 0 











Nr. Material Ansatz 
ber. 6,02 ber. 6,94 | ber. 7,83 

300 Paraglobin I . (3) — 6,96 _— 
307 m Bret Sf pee baled (1) oe 6,57 _- 
308 I als Chlorhydrat . (1) ~- ~ 7,88 
328 i i . (1) 6,17 — _ 
329 | Mi || SCE ae ayaa eae (3) — 6,65 _ 
330 | ” IT als Chlorhydrat . (1) ot — | 9e 
343 | - Bee ses! Sel oe (1) 6,15 — _ 
344 || ne i (3) — 6,83 — 
363 || iT. (1) 0,5 ¢ 5,98 _— 

Jodsaure 

















3. Jodierung in neutraler Lésung. 


Die ersten Versuche, Hamoglobin im neutralen Ansatz zu jodieren - 
wobei die Wegnahme des gebildeten Jodwasserstoffs durch Natrium- 
jodat erfolgte — hat bereits Kurajeff (32) unternommen. Er fand dabei 
einen Jodwert von 11,3%, der natiirlich in unserem Sinne, da eine 
Behandlung mit schwefliger Saure nicht stattfand, als A-Wert zu deuten 
ist. Wir haben uns nun auf die Darstellung der Kernjodzahlen (B- 
Werte) fiir Hamoglobin und Globin beschrankt und sind folgendermaBen 
vorgegangen: 

4g Hamoglobin (bzw. Globinchlorhydrat, dessen Lésung genau neu- 
tralisiert war) wurden in 600 cem dest. Wasser mit 2 g Natriumjodat ver- 
setzt und der Lésung 4g Jod in Form von 32 ccm n Jodlésung zugefiigt. 
Das Gemisch wurde in zwei Halften geteilt und eine jede auf 400 ccm mit 
Wasser aufgefiillt; dabei entstand beim Hamoglobin zuerst eine Triibung, 
die bald in Flockung iiberging, wahrend beim Globin, da es durch Neutrali- 
sation als Paraglobin ausgefallen war, von vornherein keine Lésung vorlag. 
Nach 20stiindigem Digerieren bei 37° war alle Substanz ausgeflockt. Die 
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Ansitze wurden mit Eis gekiihlt, auf das doppelte Volumen verdiinnt (sie 
zeigten vollig neutrale Reaktion) und zur Wegnahme des iiberschiissigen 
Jods mit Schwefeldioxyd behandelt. Beim Hamoglobin blieb der fast 
schwarze Niederschlag in schwefliger Saiure wie auch in Alkali léslich, nicht 
dagegen beim Globin: wir fanden den gleichen Unterschied im Verhalten der 
beiden Substanzen wie bei der Jodierung in Natriumbicarbonat. Die weitere 
Behandlung erfolgte wie mehrfach beschrieben. 


’ 
Ergebnisse der Neutraljodierungen. 

Die Tabelle XIX zeigt, daB sich auch bei dieser Form der Jodierung 
der Unterschied zwischen Hamoglobin und Globin geltend macht, der 
bei der Bicarbonatjodierung in die Erscheinung tritt: das Globin nimmt 
ein Jod mehr auf als das Hamoglobin. 


Tabelle XIX. Hamoglobin und Globin. Neutraler Ansatz. 





Nr. Material Jod in 95 


291 Trockenhaimolysat . . 5,82 ber. 6,03 
292 i 7 5,89 
379 Hamolysat frisch . . 5,68 
296b Globinchlorhydrat . . 6,91 ber. 6,94 


4. Saure und neutrale Jodierung von kurzer Dauer. 

Die Erkenntnis, daB bereits bei kurzer Dauer der Jodierung in 
bicarbonatalkalischer Lésung in der Warme das im Protein vorhandene 
Tyrosin vollstandig jodiert wird, hat Blum und Strauss (1) zur Dar- 
stellung der sogenannten ,,C-Substanzen“ gefiihrt, bei denen offenbar 
infolge des geringeren Grades von (oxydativen) Nebenreaktionen dem 
Protein gewisse charakteristische Eigenschaften erhalten bleiben, die 
bei langdauernder Jodierung verschwinden. Mit kurzen Zeiten in der 
Kalte haben auch wir bei unseren Jodierungsversuchen in Ammoniak 
und vor allem in verdiinnter Natronlauge gearbeitet. Ein besonders 
wichtiges Ergebnis zeitigte die Kurzjodierung von Hamoglobin und 
Globin im (schwach) sauren bzw. im neutralen Ansatz bei 37°. Es ergab 
sich, daB es hierbei gelingt, lediglich das Tyrosin quantitativ zu erfassen, 
wahrend das sonst immer mitjodierte Histidin von der Jodierung véllig 
frei bleibt. Auch hier hat sich ein Unterschied zwischen Haimoglobin und 
Globin insofern ergeben, als im schwach sauren Medium nur das Hamo- 
globin den Tyrosinwert 4,14 zeigt, wahrend der Jodwert des Globins 
auch in saurer Kurzjodierung bereits auf 5,09 ansteigt: nur in neutraler 
Kurzjodierung geben beide Substanzen den Wert 4,14. 

Die Jodierungen, deren Dauer sich auf 2 Stunden bei 37° beschrinkte, 
wurden im Standardansatz (1), in einigen Versuchen im verdiinnten An- 
satz (4) und mehrere Male ohne Essigséure, lediglich in einer 0,2 igen 
jodsauren Lésung (500 ccm Wasser + 1 g Jodsiure auf 2 g Hamoglobin) 
vorgenommen. Die ,,Kurzjodierungen‘: im neutralen Ansatz unterschieden 
sich von den bereits fiir dieses Medium beschriebenen Versuchen nur durch 
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die Dauer. Die gewonnenen Jodierungsprodukte fielen rasch in dichte 
klebrigen Flocken aus; von dem anhaftenden Hiamatin konnten sie in de: 
bereits beschriebenen Weise (Aceton-Salzsaure) befreit werden. Sie zeigten 
keine Reaktion auf Tyrosin: sowohl die Millon-Reaktion, wie die neuerdings 
von GerngroB (33) angegebene Reaktion fielen véllig negativ aus. 


Ergebnisse der Kurzjodierungen. 

In Tabelle XX geben wir die Werte der sauren Kurzjodierung des 
Haimoglobins (4,14), in Tabelle X XI diejenigen des Globins (5,09), in 
Tabelle XXII die Werte der neutralen Kurzjodierungen beider Sub- 
stanzen. 

Tabelle XX. 








Nr. Material Jod in %o | Nr. Material Jod in %, 
119| Hamoglobin Merck | 4,10 153 Trockenhimolysat . 4,30 
120 ‘ * | 4,85 154 Hamoglobin Merck . 4,33 
122 . ie | 4,27 160 || Hamolysat .... 4,08 
125 i “ 4,15 161 . oy a agers 4,19 
128 a a 3,78 162 Trockenhamolysat . 3,96 
129 ‘5 “ || 4,12 163. Hamoglobin Merck . 4,23 
133 . | 4,23 227 | Hamolysat .... 3,7 


Durchschnitt: 4,12%. Ber.: 4,17. 


Tabelle XXI. Globin. Kurzjodierung. 








Nr. Material | Jod ts Oo Nr. | Material Jod in %Jo 
102 Paraglobin II . 5,18 167 | Globinchlorhydrat. . 4,73 
124 Me 4,98 169 ‘ a" 4,66 
126 ‘ 4,75 
Durchschnitt: 4,86°,. Ber.: 511%. 
Tabelle XXII. Neutrale Kurzjodierung. 

Nr. Material Jod in 9/9 

312 Trockenhamolysat . . 3,76 lp. 4190 

818 || Globinchlorhydrat . . || 4,2. |j Ber-: 417% 


Es mége angemerkt werden, daB in einer Reihe von Versuchen an 
Koagulaten in verdiinnt saurer Jodierung der Wert 4,1 auch bei langer 
Dauer der Reaktion auftritt; wir haben jedoch die genaueren Be- 
dingungen der Reproduzierbarkeit hierbei noch nicht feststellen kénnen. 


Anhangsweise seien einige Versuche mitgeteilt, die der Jodierung in 
Natriumacetatlésung dienen sollten. Sie zeigen, daB in diesem Medium bei 
langdauernder Jodierung und bei 37° das Hamoglobin sich genau wie in 
bicarbonatalkalischer Lésung verhalt, wahrend Globin(chlorhydrat) den 
Wert der alkalischen Jodierung des Paraglobins II ergibt. Die Ansatze 
dieser Versuche erhielten auf 200 cem wasseriger Lésung der Substanzen (2 g) 
einen Zusatz von 200ccm 2n Natriumacetatlésung und 32cem n Jod- 
lésung mit 160 cem Wasser verdiinnt. 
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Nr. Material Jod in °'5 
305 Himolysat . .. . 7.59 
306 Globinchlorhydrat 7,50 
322 a 7,55 


Anhang: A-Werte. 

Wir stellen in der Tabelle XXIII einige A-Jodwerte Kern- 
jod + Imidjod zusammen; dies geschieht mit Vorbehalt beziiglich 
der daraus zu ziehenden Schliisse, weil uns eine umfangliche Uber- 
prifung der Werte bzw. der Relation zwischen den Kernjod- und Imidjod- 
werten vorerst nicht méglich ist; die B-Werte (Kernjod) sind zum Ver- 
gleich beigefiigt. 





Bemerkenswerterweise entspricht die bei saurer Jodierung des 
Globinchlorhydrats auftretende Relation (unter Il) genau derjenigen, 
die vormals von Strauss und Griitzner (2) bei der bicarbonatalkalischen 
Jodierung jenes Globins gefunden wurde, das wir jetzt als Paraglobin II 





bezeichnen. eas 
jezeichnen Tabelle XXIII. 
Jod in %/, 
Nr. Material Methode mite a 
A B 
I. 64 Himoglobin Merck Standard (1) 9,8 7,03 
69/70 a “ a 9,46 6,97 
7778 iw a a 9.61 6.5 
79/80 ‘ - = 9.9 6.94 
Durchschnitt: 9.69 6,86 
II. 166 Globinchlorhydrat Standard (1) 11,34 7,57 
If. 221 Paraglobin I Ammoniak 12,56 8,75 
231 . * 13,12 913 
248 - Na-Bicarbonat 13,11 8,57 
255 256 Hamolysat Ammoniak 13,09 8,48 
Durchschnitt : 12,97 8,73 
IV. 232 Genuines Globin Ammoniak 14,53 9,48 
3lla Globinchlorh ydrat Natronlauge 14,95 9,72 
316/317 Trockenhamolysat s 14.4 99 
Durehschnitt: || 14,63 9.70 


+ e ° ° ¢ P 
Uberblicken wir die angegebenen A- Durchschnittswerte vergleichend 
unter sich und mit den zugehérigen B-Werten, so ergibt sich folgendes 








Bild: a ee 
Tabelle XXIV. 
Zahl der Jodatome 
Gef. A Ber. A Gef. B Ber. B : gy manent : 
am Histidin- an der 
kohlenstoff Imidgruppe 
I. | 9,69 9,56 6.86 6,94 3 3 
Il.) = 11,34 11,23 7,57 7,83 4 4 
III. 12,97 12,84 8,73 8.71 5 5 
; 9,9 9,56 6 6 
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Aus dieser Tabelle geht die Parallelitat zwischen Kohlenstoffjo 
und Imidjod hervor. Alle diejenigen Histidinmolekiile, die Kohlenstoff 
jod aufnehmen, fiillen sich an der Imidgruppe wieder mit Jod auf. 
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Ill. Mitteilung: 
Uber die Jodierung des Nitroglobins. 


Von 


Hugo Bauer und Eduard Strauss. 


(Aus dem Chemotherapeutischen Forschungsinstitut Georg-Speyer-Haus 
zu Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1935.) 


In unserer friiheren Veréffentlichung (1), die sich mit der Jodierung 
des nitrierten Globins befaBte, sind wir bei der Deutung unserer Versuchs- 
ergebnisse von Voraussetzungen ausgegangen, die sich als zum Teil 
irrig herausgestellt haben; es handelt sich dabei um zwei wesentliche 
Punkte, und zwar 

1. um den sogenannten ,,Nitrowert’’ im Zusammenhang mit dem 
damals als richtig angenommenen [und von uns auch nach der Methode 
von O. Firth und Z. Dische (2) bestimmten] T'ryptophangehalt, und 


2. um die Jodierbarkeit des Nitrotyrosins unter den von uns ge- 
wahlten Bedingungen. 


Zu 1. Der Nitrowert eines Proteins setzt sich nach der Annahme 
von F. Lieben (3), der wir uns angeschlossen haben, aus der vom Tyrosin 
und der vom Tryptophan aufgenommenen NO,-Menge zusammen. 
Wir hatten dementsprechend fiir das Globin, unter Zugrundelegung 
der Werte Tyrosin = 3,0% und Tryptophan = 3,5°% den N O,-Gehalt 
zu 1,53°% errechnet: diesem Werte geniigten unsere direkten N O,-Be- 
stimmungen mit einem Durchschnitt von 1,44%. 


Nun hat sich aber herausgestellt, daB die Bestimmung des Trypto- 
phans nach der Methode von Fiirth und Dische [Voisenetreaktion (2)], 
die auch wir bei unseren friiheren Versuchen benutzt haben, Werte 
ergibt, die auffallig hoch sind im Vergleich mit denjenigen, die nach 
der Methode von O. Folin und A. D. Marenzi (4) erhalten werden. So 
fanden diese Autoren im Hamoglobin nur 1,28°% Tryptophan. Wir 
haben eine Reihe von Bestimmungen nach den Angaben von Folin 
und Marenzi (4) bzw. Folin und Ciocalteu (5) ausgefiihrt, bei denen wir 
den etwas hoheren Wert von 1,6°% Tryptophan im Pferdeglobin fanden. 
Es ware von groBem Interesse, die Ursache der erheblichen Abweichung 
in den Ergebnissen der Fiirthschen und der Folinschen Methode auf- 
zuklaren. — Unsere in dieser Richtung begonnenen Versuche haben wir 
leider abbrechen miissen. Die bisherigen Erfahrungen aber berechtigen 
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uns zu der Annahme, da der nach der Methode von Fiirth gefunden: 
Tryptophangehalt in der Tat zu hoch ausfallt und daB die ven un 
friiher gefundene (‘bereinstimmung mit dem Nitrowert eine zufiillige ist 
Legen wir fiir die Berechnung den Tryptophangehalt von 1,3 °, [nach 
Folin-Marenzi (4) zugrunde, so ergibt sich der Nitrowert zu 1,08°, 
(anstatt friiher 1,53 °). Nun scheint uns aber der Unterschied zwischen 
den beiden Werten viel zu gering zu sein, als daB wir aus ihm Schliisse 
auf den Tryptophangehalt ziehen kénnten, zumal dieser Unterschied 
von 0,45 °% in Anbetracht der Eigenart der Nitrobestimmung keineswegs 
als auBerhalb der analytischen Fehlergrenzen liegend angesehen werden 
kann. 


Allgemein sei hier bemerkt, daB die GréBenordnung der Substituent- 
werte, wie sie die bloBe Nitrierung der Proteine liefert, nicht jenes Mab 
von Sicherheit bietet, wie die der Halogenierung (Jodierung), und dab 
deshalb weitergehende Schliisse aus ihren Ergebnissen nicht gezogen 
werden diirfen. Uber die Bedeutung der Nitrierung als solcher werden 
wir uns weiter unten auBern. 

Es darf in Verbindung mit der Kritik unserer eigenen ehemaligen Zahlen 
noch darauf hingewiesen werden, da} Lieben (3) fiir ein Nitroedestin einen 
NO,-Wert gefunden hat, der fiir seine Berechnung stimmt, trotzdem er 
einen Tyrosingehalt dieses Proteins annimmt, der nach den neuen Be 
stimmungen [Folin-Marenzi (4), wie auch nach unseren Jodierungsversuchen | 
viel zu hoch ist (6°, statt richtig 4,5). 


Wir benutzen fiir die folgenden Uberlegungen die heute wohl als 
gesichert geltenden Aminoséiurewerte des Haimoglobins bzw. Globins: 
Tyrosin = 3,1°%, Histidin = 7,6°% (siehe vorangehende Abhandlung). 


Zu 2. Nachdem wir gezeigt haben (6), daB das Nitrotyrosin unter 
keiner der gewahlten Bedingungen (im Modellversuch) jodierbar ist, 
was nach den Versuchen von R. Zeynek (7) iiber Chlorierung und Bro- 
mierung des Nitrotyrosins eigentlich nicht zu erwarten war, ist eine 
wesentliche Grundlage der Deutung unserer friiheren Ergebnisse fort- 
gefallen. Wir hatten geglaubt, die Annahme machen zu diirfen, dab 
in das Mononitro-Tyrosin des Nitroglobins ein Atom Jod eintrete, und 
daB die auch bei der Jodierung des Nitroglobins erscheinenden ,, X-Jod- 
atome‘‘ an einem 7'eil des Histidins — damals noch mit dem falschen 
Gehalt von 11°, — unterzubringen seien. Die Verhaltnisse haben sich 
nunmehr nach zwei Seiten verandert: einmal durch die Erfahrung, dab 
das Nitrotyrosin unter den von uns angewandten Bedingungen nicht 
als Jodtrager in Frage kommt, daB also alles am Kohlenstoff gebundene 
Jod und Jodnitroglobin an anderer Stelle haften muB, und durch den 
nunmehr gesicherten Histidinwert des Globins von 7,6°%. Die Nitrierung 
des Proteins hat nun nicht mehr den Wert der Einfiihrung eines quan- 
titativ wichtigen Substituenten, wie das Jod (siehe unsere obigen Aus- 
fiihrungen), sondern lediglich die Bedeutung einer Ausschaltung des 
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Tyrosins!; die von uns damals festgestellte und in neuen Versuchen 
bestaétigte maximale B-Jodzahl des Nitroglobins mu jetzt ganz und 
gar als ,,X-Jod“ betrachtet werden. Dabei zeigt sich, daB diese 5,8°%, 
Jod stéchiometrisch genau (in Analogie zu den beim Globin herrschenden 
Verhaltnissen) der wirklich vorhandenen Histidinmenge unter Bildung 
von Monojodhistidin entsprechen. Errechnen wir uns eine Reihe der 
méglichen Jodwerte so, wie wir es fiir das Globin getan haben, jedoch 
unter Wegfall der Jodaufnahme am Tyrosin, also unter Zugrundelegung 
allen des Histidinwertes 7,6°, und unter Beriicksichtigung der ein- 
tretenden NO,-Menge = 1,08°%, so ergeben sich folgende Zahlen: 


Tabelle I. Berechnung des Histidinjods fiir Nitroglobin. 
Grundlage: Globin enthalt 3,1°, Tyrosin und 1,3% Tryptophan. Aus 


100 g Globin entstehen 101,08 g Nitroglobin; diese enthalten 7,5 g Histidin. 
Uber die Berechnung vgl. die vorangehende Abhandlung Tabelle I. 





Berech-, , 
netes | Zahl der 
Histin- __ aufge- 
jod lommenen 
0 Jodatome 


Bemerkungen 


102,095 g Jodnitroglobin enthalten 1,023 g Jod 1,00 
103,110 g ji 2046¢ , | 1,98 
104,125 g a 3,069 g , 2,95 
105,140 ¢ a 4,092 ¢ , 3,89 
106,155 g¢ 5116 ¢ , 4,82 
107,170 g 6,138 ¢ , 5,73 
108,185 g 7,161 a 6,62 
109,200 ¢ 8,184 7,50 
110,215 2 : 9,207 8,35 
111,230 ¢ . 10,23 9,20 
112,245 ¢ 2 11.25 ‘ 10,02 
113,260 ¢ ; 12,28 » 10,84 


Hiéchste Kohlen- 
stoff - Jodzahl 
(B) 


Hichste Kohlen- 
stoff- + Imid- 
Jodzahl (A) 
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3. Inder Annahme, daB bei ausschlieBlicher Jodierung des Histidins 
im Nitroglobin unter variierenden Jodierungsbedingungen sich ahnliche 
Stufenwerte wie beim Globin ergeben kénaten, haben wir mit Versuchen 
in saurem und in neutralem Medium begonnen. Die bis jetzt gewonnenen 
Ergebnisse bestatigen unsere Annahme; wir stellen sie in der folgenden 
Tabelle vergleichsweise zusammen. Um den auffallenden Tatbestand 
deutlich hervortreten zu lassen, daB jeweils in das Nitroglobin ein 
Histidinjod mehr eintritt als in das Globin unter gleichen Bedingungen, 
geben wir in der Vergleichstabelle II die in Betracht kommenden Stufen- 
werte des Globins so berechnet wieder, als ob auch hier nur das Histidin 


(und nicht auch das Tyrosin) der alleinige Jodtrager ware. 


1 Hier ist zu erwahnen, daB H. Brunswick (8) bereits beobachtet hat, 
daB Nitrotyrosin mit Diazobenzolsulfosiure nicht mehr reagiert und dali 
man also nach Nitrierung eines Proteins mit Hilfe der dann noch eintretenden 
Farbreaktion (Kuppelung) das Histidin allein nachweisen kann. 
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Tabelle II. 





1. alkalisch 2. sauer 3. neutral 


be- ge- . be- ge- : be- ge- : 
rechnet funden| Hi rechnet funden Hi rechnet funden Hi 
Globin. . . | 4,87 — 5 3,93 = 4 2,98 | — 3 


Nitroglobin . 5.73 59 6 482 491 5 3,89 | 4,0 4 


(Hi = Zahl der am Histidin aufgenommenen Jodatome.) 


Vergleichen wir weiter unter dem Gesichtspunkt der Jodaufnahme 
durch das Histidin, d. h. also nach der in der vorangehenden Abhandlung 
gemachten Annahme der Freiheit der Imidazol-[midgruppen, das 
Hdmoglobin, das Globin und das Nitroglobin untereinander, und zwai 
unter den Bedingungen der Neutraljcdierung, so erhalten wir folgende 
Reihe : 

Tabelle III. 





Gefunden | Berechnet 


Hamoglobin . . || 5,8 6,03 | 2 Histidinjod = 1, des Gesamthistidins 
Globin ..... |} 691 6,94 | =—38 3 =n | a r 
Nitroglobin . . 4,0 389 | =—4 eé a | 6 


Aus vorstehendem diirfen wir folgern, da’ im Nitroglobin ein 
Histidin mehr labilisiert ist als beim Globin bzw. zwei mehr als im 
Haimoglobin. Es wird bereits durch Bicarbonat oder Ammoniak die 
volle Histidinmenge durch die Jodierung erfaBt, was bei Globin bzw. 
Hamoglobin erst in Natronlauge der Fall ist. Im Sinne der Annahme, 
die wir in der vorangehenden Abhandlung gemacht haben, hei®Bt das: 
auch das Nitroglobin ist ein aus (aber vielleicht einer geringeren Zahl) 
Partialen bestehendes Total, mit geringer Haftfestigkeit an den Imidazol- 
Imidgruppen. Diese erhéhte Labilitat diirfte seinem sauren Charakter 
zuzuschreiben sein. Zu beachten ist,daB der vollen Aufnahme von Jod 
an sechs Histidin-Kohlenstoffstellen die gleichfalls volle Aufnahme 
von sechs Atomen Imidjod (A-Zahl = 10,84, gef. 11,2) entspricht, und 
daB bei der Dejodierung die restlose Entfernung dieses Imidjods 
schwieriger ist als bei Globin und Hamoglobin. 

Wir méchten hier anmerken, daB sich in vorlaufigen Versuchen 
auch die A-Werte des Nitroglobins abstufen lieBen, und daB sich hierbei 
der A-Wert 8,35 = 50% Imidjod (Durchschnitt von acht Versuchen 
unter stark sauren Bedingungen gef. 8,64 °) als bevorzugt ergeben hat. 


Trotz des oben erwéhnten sauren Charakters des Nitroglobins, der 
sich auch darin zu erkennen gibt, daB das Nitroglobin aus essigsaurer Lésung 
bei der Dialyse (im Gegensatz zum Globin) ausfallt, gelingt es, ein in Wasser 
spielend leicht lésliches, durch Aceton fallbares Chlorhydrat zu gewinnen, 
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welches einen konstanten, von dem des Globins kaum unterschiedenen 

— Salzsiuregehalt aufweist. Hierbei ist das Nitroglobin, im Sinne unserer 
beim Globin gemachten Annahme, vollkommen in seine Partiale des- 
issoziiert, aus denen sich beim Neutralisieren in Analogie zum Paraglobin 
das wasserunlésliche ,,Nitroglobin*®* darstellen laBt. 


. Wir kénnen nun zwei Arten von Veranderungen unterscheiden, die 
3 sich am Globinpartial abspielen, und zwar 
4 1. diejenigen, die eine gegeniiber dem Ausgangsmaterial bis zum 
Optimum vergréBerte Labilitat der Imidgruppenbindungen hervor- 
bringen, und 
ahme 2. diejenigen, die auf oxydativen Veranderungen innerhalb der 
llung Partiale beruhen. 
das Von diesen letzteren haben wir bereits in unserer I. Mitteilung 
Zwal iiber das Nitroglobin (1) gesprochen; sie haben keine Bedeutung fiir 
rende die uns hier interessierende Gruppe (Histidin). DaB das Nitroglobin 
in bezug auf seine Léslichkeit und Fallbarkeit einen deutlichen Hetero- 
a albumose-Charakter zeigt, sei hier angemerkt. In dem vorliegenden 
Zusammenhang ist allein die erste Veranderung wichtig, fiir die wir 
stéchiometrische Betrachtungen am Nitroglobin vergleichsweise genau 
stidins so durchfiihren kénnen wie am Globin. 
In allerletzter Zeit ist es uns gelungen, mit Hilfe von Chlorjod in 
salzsaurer Lésung Monojod-Nitretyrosin darzustellen (9); hiermit ist 
1 ein eine neue Weise der Substitution an den Proteinen gegeben, und es wird 
is im insbesondere fiir den Ausbau unserer bisherigen Versuchsreihen von 
k die Bedeutung sein, die Jodierung mittels Chlorjod auf das Nitroglobin- 
bzw. Chlorhydrat und auf das Globin-Chlorhydrat anzuwenden. Wir be- 
hme, halten uns vor, auf diesen Punkt zuriickzukommen. 
das: 
Zahl ) Versuchsteil. 
lazol- Das von uns in unserer friiheren Ver6ffentlichung (1) beschriebene 
akter Nitrierungsprodukt des Globins haben wir erneut dargestellt. Wir haben 
1 Jod es in mehreren Versuchen zunachst nochmals alkalisch jodiert, wie wir 
ahme dies bereits beschrieben haben, und dabei unsere damaligen Ergebnisse 
, und bestatigen kénnen. Von den, wie in der Einleitung bemerkt, fraglich 
ljods gewordenen Verhaltnissen in bezug auf die quantitative N O,-Aufnahme, 
besonders durch die Tryptophangruppe, werden die zu schildernden 
vo Versuche nicht beriihrt. 
ierbei Darstellung und Eigenschaften des Nitroglobins. 
ichen . 

Als Ausgangsmaterial wahliten wir das Paraglobin I, das in wasser- 
| hat. unléslicher Form aus reinem Globinchlorhydrat gewonnen wurde (einen 
der Unterschied des daraus dargestellten Nitroprodukts gegeniiber dem aus 
jsung Paraglobin II nach Strauss-Gritzner dargestellten Nitroglobin haben wir 
"asser nicht bemerkt). Die Nitrierung haben wir nach der von uns angegebenen 
nnen, Methode vorgenommen. . 


16* 
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10g der Paraglobinpaste wurden in 200 ccm Eisessig, denen 10 cc 
Kssigsiureanhydrid zugesetzt waren, geiést und bei Zimmertemperatur einiy 
Stunden stehengelassen. Sodann wurden unter Eiskiihlung und starke:: 
Turbinieren 70 ccm Salpeterséure (D. 1,42) zugetropft. Die Temperat) 
stieg hierbei nicht iiber + 8°. Nach dem Stehen tiber Nacht wurde da 
Nitroprodukt durch Einriihren in eine Mischung von 400 cem gesattigt: 
Natriumsulfatl6sung mit 200 ccm Wasser ausgefallt, durch mehrmaligi 
Dekantieren mit Wasser ausgewaschen, mit verdiinnter Natronlauge in 
Lésung gebracht und gegen Leitungswasser dialysiert. Nach 30 Stunde: 
wurde der Dialysatorinhalt blank filtriert, mit 2n Essigsiure angesiuert 
und der entstehende Niederschlag durch einen kleinen Uberschu8B der Saur: 
wieder gelést. Bei der Dialyse dieser sauren Lésung schied sich das Nitro 
globin nach 2 bis 3 Tagen quantitativ ab — dies im Gegensatz zu Para 
globin, das bei der Dialyse seiner alkalischen, nicht aber seiner essigsauren 
Lésung ausfallt. 

Analog dem Globin haben wir dieses Nitroglobin in ein Chlorhydrai 
iibergefiihrt, das in Wasser sehr leicht léslich ist. Das bei ,,saurer** Dialyse 
ausfallende Nitroglobin wurde in der eben ausreichenden Menge 2n Salz- 
siure klar gelést (das gelingt auch mit getrocknetem Nitroglobin) und die 
Lésung in 2 Liter Aceton einflieBen gelassen. Das fast farblos ausfallende 
Chlorhydrat wurde mit Aceton, dann mit Ather gewaschen und getrocknet. 

tine HCl-Bestimmung ergab 4,75°% HCl, einen Wert also, der nur wenig 
unterhalb dem des Globinchlorhydrats (5,0%) liegt. 

Aus dem Nitroglobinchlorhydrat wurde in einem analog zur Dar 
stellungsweise durchgefiihrten Dialyseversuch eine metastabile Lésung des 
Nitroglobins (py = 6,7) erhalten, aus der sich bei geringstem Schiitteln 
oder beim Filtrieren die Substanz in dichten Flocken ausschied. 


Jodierung des Nitroglobins. 


Die alkalischen Jodierungen des Nitroglobins verliefen in der friiher 
angegebenen Weise. Wir fanden sowohl in Natriumbicarbonat bei 37°, 
wie in Ammoniak (der Versuch erstreckte sich hierbei iiber 20 Stunden 
und der Ansatz enthielt iiberschiissiges Jod bzw. Jodstickstoff) den Héchst- 
wert fiir Histidinkernjod — dem auch unsere alten Ergebnisse entsprechen 
namlich 

: gef.: Jod 6,15%, ber.: 5,73 %. 
Wir bemerken, dai —- wie sich auch schon friiher gezeigt hat -— das ,,letzte” 
Imidjod beim Nitroglobin besonders schwer entfernbar ist. Zur Entfernung 
des Imidjods haben wir die alte Methode der Umfallung mit Natriumbisulfit 
und 2 n Schwefelséure angewendet, weil bei der Behandlung mit schwefliger 
Saure und Natriumacetat nur langsam und unvollkommen fallende Nieder- 
schlage erhalten wurden. 

Die saure Jodierung erfolgte genau wie beim Hamoglobin bzw. Globin 
im Standardansatz mit 50 °,iger Essigsiure. Hierbei haben wir festgestellt. 
da8 im sauren Medium fiinf Histidine jodiert werden. 

Bei neutraler Jodierung, die ebenfalls, wie bereits beschrieben (s. voran- 
gehende Abhandlung), vorgenommen wurde, werden vier Histidine jodiert. 
In Tabelle IV sind unsere Ergebnisse zusammengefaBt. 

Wir fiigen hier noch eine Beobachtung an, die wir bei der Einwirkung 
von 2n Schwefelsiure auf Nitroglobin gemacht haben. Wie das Globin, 
so bildet auch das Nitroglobin ein in Wasser schwer lésliches, in verdiinnter 
Essigsiure nur quellbares, in verdiinnter Natronlauge lésliches Sulfat. 






















































Beitrage zur Kenntnis substituierter Proteine. III. 237 








0 cer . ; ; ; , 
oie Tabelle IV. Jodierung des Nitroglobins. 
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rken Jod in %%o 
rat Methode 7 oan 


nat Gefunden Berechnet 
a 





bigt« 

ali Natriumbicarbonat, 879... . 2. we. 6,29 5,73 

ye it RPM eek ee SS eee oan 6,02 

siaihen (Durchschnitt der friheren Werte 5,9) 

50%ige Essigsiure, 879 ........, 4,71 4,82 

diuert 5,0 

Sir 5,02 

Vitro TIAMURORIR 55-3 oy, Heat ok, 3,88 3,89 

Para 413 

wren 
Ein mit verdiinnter Schwefelsiure vorbehandeltes Nitroglobin gab bei 

ydrat (schwach) alkalischer Jodierung den Wert 4,94 (ber. 4,82), d. h. also, es ist 

alyse hier ein Histidin gegen die Jodaufnahme gesperrt, in Analogie zu dem in 

Salz- der vorangehenden Mitteilung beschriebenen Versuch zur Jodierung des 

d die ,.Globinsulfats*‘. 

lende Literatur. 

knet. 

venig 1) H. Bauer u. E. Strauss, diese Zeitschr. 211, 163, 1929. — 2) O. Furth 
u. Z. Dische, ebenda 146, 275, 1924. —- 3) H. Lieben, ebenda 145, 535, 555, 

Dar 1924. — 4) O. Folin u. A. D. Marenzi, J. of biol. Chem. 83, 89, 1929. — 

y des 5) O. Folin, u. V. Ciocalteu, ebenda 73, 627, 1927. — 6) H. Bauer u. 

itteln E. Strauss, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 1108, 1935. —- 7) R. Zeynek, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 144, 246, 1925. — 8) H. Brunswick, ebenda 
127, 268, 1923. — 9) H. Bauer u. E. Strauss, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
69, 245, 1936. 
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Kérpergewichtszunahme durch Koérner von Weizen, Hafer uni 
Gierste bei Vitamin A-frei ernihrten Ratten. j 
Von 
Maj Malmberg und Hans y. Euler. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 22, Dezember 1935.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Erginzt man die fiir Vitamin A-Priifung tibliche Grundkost 
Reisstirke ..... . 500g Gehartetes Arachidél . . . llig 
CRT ao ahs, oo oe eee Frische PreBhefe. . . . . 430¢ 
Salzmischung ..... 50g + Vigantol + Ascorbinsaure 

mit Tagesdosen von 2 g gut zerkleinerten Getreidekérnern (zur Unte 
suchung kamen eine schwedische und eine englische Weizensort« 
schwedischer Hafer und die Gerstensippe Primus I), so beobachtet man 
an den jungen Ratten (40 bis 704 
Korpergewicht) schon nach dem 
ersten Versuchstag einen starken 
Gewichtseffekt, der etwa 3 Wochen 
anhalt. An diesen Tieren kommt. 
wie die nachstehenden Abbildungen 
zeigen, nach der Wachstumsperiode 








Anderung des Konpergewichts 





Anderung des Korpergewichts 

















20 3 0 50 6b0Tage y 20 0 40 SO Tage 


Abb. 1. 2g Hafer pro Tag. Abb. 2. 2g Gerste pro Tag. 


die Kérpergewichtszunahme zum Stillstand und schlieBlich fallt die 
Gewichtskurve steil ab, worauf der Tod der Versuchstiere eintritt. 

Die in obigen und umstehenden Abbildungen hervortretende 
Wachstumswirkung lieB in den ersten Wochen die Gegenwart von Carotin 
oder eines anderen wachstumsaktiven Carotinoides, etwa Kryptoxanthin ' 


1 Kuhn u. Grundmann, Chem. Ber. 66, 1746, 1933; 67, 593, 1934. 
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vermuten. Der weitere Verlauf der Kurven erinnerte uns aber sofort 
an die Ergebnisse, welche wir gemeinsam mit Karrer hinsichtlich des 
Wachstumseffektes des Xanthophylls gewonnen hatten. 

Ganze Getreidekérner 
sind ~—hhinsichtlich __ihres 
Wachstumseffektes auf 
Ratten schon mehrfach 
untersucht worden. Hier 





sind besonders die Ver- 
suche von Steenbock und Co- 
ward! zu erwahnen, die be- 
sonders an ,, Yellow corn”, 


Anderung des Kérpergewichts 
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aber auch an anderen Ge- 


0 2 3 W % 00) 10 &lage 
treidekérnern —_ angestellt 


s 


; ae : Abb. 3. Gewichtskurve lbis 4. 2g englischer 
sind. Spater gab EF. H. Weizen pro Tag. 


Hughes* an, daB Gerste als 





einzige Vitamin-A- Quelle 
kein normales Wachstum 
an Ratten  hervorbringt. 
SchlieBlich ist noch eine 
Untersuchung von Scheu- 
nert? zu erwahnen, welcher 
auch mit Zusatz von 10% 
Weizenkeimen kein rich- 
tiges Wachstum  junger 
Ratten erhalten konnte. 

Willimot und Moore 4 
hatten 1927 gefunden, daB 
das Xanthophyll in einer 


Anderung des Korpergewichts 


Tagesdose von 3 mg als 
Vitamin A- Quelle unwirk- 
sam ist. Bei Versuchen von 
Karrer, Euler und Rydbom® 
an Hiihnern waren mit 
Blattxanthophyll ebenfalls 


negative Ergebnisse er- Abb. 4. Gewichtskurve 1 bis 6. 2g schwedischer 
Weizen pro Tag. 
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halten worden. 
An A-frei ernahrten Ratten wurden aber mit reinem, von Karrer 
mehrmals umkristallisiertem Xanthophyll durch Tagesdosen von 37 + 


1 Steenbock u. Coward, Il. Biol. Chem. 72, 765, 1927. — * Hughes, 
I]. agric. research 47, 487, 1933. — * Scheunert, Diese Zeitschr. 188, 113, 
1927. — 4 Willimot u. Moore, Biochem. J. 21, 86, 1927. — °® Karrer, 
Euler u. Rydbom, Helv. Chim. Acta 18, 1059, 1930. 
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wahrend einer Dauer von 3 bis 4 Wochen deutliche Zunahmen voi 
etwa 0,8g pro Tag festgestellt!. Wie in unserer Arbeit ausdriicklich 
betont wird, ,,nimmt nach dieser Zeit das Wachstum ab und hort dann 
auf‘. Auf diesen Befund wollen wir anlaBlich einer Mitteilung von 
Kuhn und Brockmann? nochmals hinweisen; in der Arbeit von Euler 
Karrer und Rydbom war das Aufhéren des Wachstums nach einigen 
Wochen klar und deutlich betont worden. Der rasche, unmittelbare 
Anstieg der dort angegebenen Kurven (vgl. Abb. 5) wurde bei unseren 
Versuchen nicht immer wiedergefunden. 











Anderung des 
Korpergewichts 








lage 
Abb. 5. 0,037 mg Xanthophyll pro Tag. 


Die Ahnlichkeit unserer mit Getreidekérnern erhaltenen Wachstums- 
reize mit den friiher an Xanthophyll festgestellten ist verstandlich mit 
Riicksicht auf die Tatsache, daB die Koérner der eben erwahnten Ge- 
treidearten Xanthophyll enthalten. Wir haben uns aber vom 
Carotingehalt der zu den Wachstumsversuchen verwendeten Weizen- 
k5rnern auch selbst iiberzeugen wollen. Herr Assistent Anut Brandt 
hatte die Freundlichkeit, den folgenden Versuch auszufiihren: 


100 g getrocknete und fein gemahlene Weizenkérner wurden mit einer 
Mischung von Methanol und Petroleumather extrahiert. Durch vor- 
sichtigen Zusatz von Wasser wurden die Farbstoffe in die obere Schicht 
iibergefiihrt. Die Petroleumatherlésung wurde viermal mit Wasser gewaschen 
und iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Der auf etwa 50 ecm 
eingedunstete Extrakt wurde der chromatographischen Analyse unterworfen. 
Bei einem Versuch mit Calciumcarbonat als Absorptionsmittel trat keine 
Aufteilung in Zonen ein. Ein solcher Effekt wurde dagegen erhalten mit 
dem von H. Brockmann standardisierten Aluminiumoxyd (£. Merck). Die 
Scheidung in der 18 em langen Réhre erfolgte in drei Zonen: oben ein stark 
gelber Ring, hierauf ein schwacherer mit etwas tieferem Farbenton und 
zuletzt eine sehr kurze Zone von rétlichem Farbton. Die drei Schichten 
wurden, jede fiir sich, in Petrolither aufgeschlemmt; der Zusatz von je 
1 Tropfen Methanol geniigte, um die Elution vollstandig zu machen. 


Die aus der dritten Zone erhaltene Lésung war so verdiinnt, dai ein 
Spektrum nicht erhalten werden konnte. Bei der Verteilung zwischen 
90% igem Methanol und Petroleumather ging der Farbstoff in letzteren. 
was fiir seine Natur als Polyenkohlenwasserstoff spricht. Die beiden anderen 
Eluate wurden mit Wasser gemischt, die Petrolatherlésungen wurden mit 


' Euler, Karrer u. Rydbom, Chim. Acta 14, 1428, 1931. — ? Kuhn u. 
Brockmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 221, 129, 1933. 
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Wasser gewaschen und nach Abdunsten getrocknet; der Riickstand des 
Petrolathers wurde in CS, aufgenommen. 


Lésung der Zone I: scharfe Banden bei 507 und 476 mu 
” ” ” II: ” °9 99 505 ae 475m UL 


Xanthophyll : 505 und 473 mu 


Fiir Anwesenheit von f-Cavotin oder von Kruptoxanthin haben sich 
keine Anzeichen ergeben: «-Carotin scheint nach anderen spektro- 
skopischen Messungen nicht ausgeschlossen, jedoch kennen wir sonst 
keinen Fall, in welchem «-Carotin ohne begleitendes $-Carotin vor- 
kommt. Ganz kleine Mengen von anwesendem Vitamin A reichen fiir 
die beobachtete Wirkung nicht aus. Der gréBte Teil der Carotinoide 
der Weizenkérner besteht nach diesen Ergebnissen aus Xanthophyll. 

In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, daB Embryonen von 
schwedischem Weizen, welche uns durch Herrn cand. Olle Dahl von der 
Mihle Tre Kronor, Stockholm, iibergeben wurden, eine ganz besonders 
starke Gewichtszunahme der Versuchstiere veranlaBten. Wir haben 
dieses Material deshalb ebenfalls auf Carotinoide untersucht. Die 
Untersuchung der Extrakte zeigt einen erheblichen Gehalt an Blatt- 
xanthophyll an. Bis jetzt haben wir in diesen Extrakten keine 
bekannten wachstumsaktiven Carotinoide identifizieren kénnen; wir 
kommen bald auf den dort wirksamen Stoff und seinen Effekt zuriick. 

Per os eingenommenes Xanthophyll wird nach fritheren Erfahrungen 
in Rattenlebern wenigstens zum Teil wiedergefunden. Wir haben die 
Lebern von vier Versuchsratten, welche einen Tageszusatz von 2g 
Haferkérnern zur Grundkost erhielten, nach der Tétung der Tiere am 
60. bis 70. Versuchstag (also nach einer Periode der Gewichtsabnahme) 
auf ihren Carotinoidgehalt spektrometrisch untersucht. Die Lebern, 
insgesamt 12 g wiegend, wurden mit Petroleumather extrahiert, worauf 
die Verteilung gegen 90°%iges Methanol in der iiblichen Weise vor- 
genommen wurde. Der Inhalt eines Teiles der Methanolschicht wurde 
in CS, twhbergefiihrt. Diese Schwefelkohlenstofflésung zeigte ein im 
Doppelmonochromator gemessenes Absorptionsmaximum bei 430 mu. 

Der Rest der Petrolatherschicht ergab ein Absorptionsband bei 
410 mu, und ganz schwache Absorption bei 326 my. Dieser Rest von 
Vitamin A (oder vielleicht dem entsprechenden Oxyderivat) kann auch 
nach langem Carotinentzug von einer alteren Reserve von Vitamin A 
iibriggeblieben sein und braucht keineswegs von dem eventuell kleinen 
Carotingehalt der Haferkérner herzuriihren. Die spektroskopische 
Analyse ergab iibrigens keine Anhaltspunkte fiir die Anwesenheit von 
Carotin in den Lebern der mit Hafer gefiitterten Ratten. Ob und 
in welcher Menge per os eingenommenes Carotin im Rattenorganismus 
in Xanthophyll verwandelt werden kann, wird hier untersucht. 
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Was nun die Gewichtsaénderungen unserer Versuchsratten betrifft 
wie sie in den Abb. 1 bis 4 dargestellt sind, so ist zur Beurteilung de 
Wachstumsreizes der Getreidekérner folgendes zu sagen: 

Nach der spektroskopischen Untersuchung sind mit den Getreide 
kérnern von den Tieren héchstens sehr geringe Mengen Carotin und siche; 
kein Vitamin A eingenommen worden. Auch iiber Anwesenheit andere: 
wachstumsaktiver Carotinoide in den Getreidekérnern ist nichts be 
kannt. DaB die dreiwéchentliche Gewichtssteigerung der Ratten von 
wachstumsaktiven Carotinoiden (Carotin oder anderen) herriihrt, ware 
in Betracht zu ziehen, wenn eine anfangliche Wachstumswirkung oder 
sogar eine geringere Gewichtszunahme wahrend einer langeren Ver 
suchsperiode einen gleichmaBigeren Verlauf hatte, als den in Abb. 1 bis 4 
ersichtlichen. Nun haben wir allerdings iiber den Wachstumsverlauf, der 
durch Kryptoxanthin in einer langeren Periode eintritt, keine Erfahrung. 
Jedenfalls kénnen wir sagen, da®B der Abfall der Kurven nach einem 
mehrwoéchentlichen raschen Anstieg nicht als die Wirkung kleine: 
Carotinmengen gedeutet werden kann. 

Ob die Ursache des durch Getreidekérner und durch reines Xantho- 
phyll hervorgebrachten Wachstumsreizes einheitlich, d.h. auf einen 
einzigen Stoff zuriickzufiihren ist, k6nnen wir noch nicht entscheiden, 
bevor wir uns iiber die andauernden bzw. anfanglichen Wachstums- 
effekte verschiedener Carotinoide naher orientiert haben. 

Wir beachten die Tatsache, daB der Wachstumsreiz des Xantho- 
phylls und der untersuchten Getreidekérner nach einem gewissen Ent- 
wicklungsstadium der jungen, im Durchschnitt 10 Wochen alten Ratten 
aufhért, wobei allerdings ziemlich groBe Variationen im Alter, bei 
welchem das Wachstum aufhért, vorkommen. 

Man kénnte den beschriebenen Wachstumsreiz mit folgendem 
Erscheinungsgebiet in Zusammenhang bringen: 

Bei einer Untersuchung iiber Vitamin E hat sich eine gewisse 
Beziehung ergeben zwischen Absorptionsbanden des Xanthophylls und 
der Absorption der als vitaminhaltig erkannten Ole aus Getreide- 
kérnern!. Im AnschluB an friihere Angaben von Evans haben dann 
Bowden und Th. Moore? Angaben iiber die Absorption von Weizen- 
kérnerextrakt mitgeteilt, welche sich im wesentlichen mit den Ergebnissen 
dieses Instituts decken. Die genannten Forscher haben ebenfalls ihren 
Extrakt verseift und dann mit Ather aufgenommen; die Sterine haben 
sie nicht durch Ausfrieren, sondern durch Fallung mit Digitonin ent- 
fernt. Im sichtbaren Gebiet liegen Maxima nach Moore bei 485, ferner 
452 und 426 my, und es ist bemerkenswert, daB diese Messungen von 


1 Kuler, Hellstrom u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, 
B, Nr. 20, 1932. 2 Bowden u. Th. Moore, Nature 131, 512, 1933. 
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Bowden und Moore nahe mit dem Absorptionsspektrum des Xantho- 
phylls iibereinstimmen. Bald nach Bowden und Moore, und etwa gleich- 
zeitig mit einer Mitteilung aus diesem Institut!, haben Morton und 


Edisbury? iiber Absorptionsmessungen an mehreren Vitaminpraparaten 


aus Weizenkérnern berichtet. Sie bestatigen die Ergebnisse von 
Bowden und Moore. Die von ihnen gefundenen Absorptionsmaxima 
liegen ebenfalls nahe dem Xanthophyllspektrum. 

Gegen diese Beziehungen sind andere Beobachtungen geltend 
gemacht worden, besonders von Olcott und Matill?. Martin, Moore und 
Schmidt* haben im AnschluB an die Mitteilung von Bowden und Moore 
das Absorptionsspektrum der unverseifbaren Fraktion vom Ole der 
Weizenkeimlinge gemessen und eine Absorption im U V-Gebiet zwischen 
320 und 285 my gefunden. In dieser Fraktion konstatieren die Ver- 
fasser Vitamin E-Aktivitat. Sie entscheiden aber nicht, ob das genannte 
Absorptionsgebiet dem Vitamin selbst oder nur anhaftenden Ver- 
unreinigungen zugehért. Wahrend sie besonders auf das von Olcott in 
einer Fraktion des Baumwollsamenéls gefundene Maximum bei 294 my 
hinweisen, kommt Olcott® selbst zum Resultat, daB die Bande 294 mu 
dem Vitamin E nicht zugehért. 

Es soll nochmals betont werden, daB wir die Beziehung zwischen 
dem Wachstumsreiz des Xanthophylls und einer eventuellen Vitamin E- 
Wirkung noch als rein hypothetisch betrachten. 

Der in den Getreidekérnern den Wachstumsreiz veranlassende Stoff 
dirfte in einen ProzeB eingreifen, welcher sich nur in einem gewissen 
Stadium der Entwicklung geltend macht, und welcher spater keine 
Rolle fiir die Weiterentwicklung und damit fiir die Gewichtsaénderung 
des Rattenorganismus spielt. Ein solcher Stoff scheint im Keim der 
Getreidekérner in besonders hoher Konzentration enthalten zu sein. 
Ob es sich um einen neuen Stoff von Vitaminnatur handelt, kénnen wir 
noch nicht sagen; wir werden auf die Wachstumswirkungen der fett- 
léslichen und der wasserléslichen Bestandteile der Hafer- und Weizen- 
Embryonen demnachst zuriickkommen und méchten uns die Unter- 
suchung ihrer Wachstumsstoffe einstweilen vorbehalten. 


1 Sv. Kem. Tidskr. 45, 132, 1933. — ? R.A. Morton u.J. R. Edisbury, 
Nature 131, 618, 1933. — 3 Olcott u. Matill, J. of biol. Chem. 98, 59, 1931; 
104, 423, 1934. — 4 A.J. B. Martin, Th. Moore u. Marion Schmidt, Nature 
134, 214, 1934. — ° Olcott, J. of biol. Chem. 105, Proc. LXV, 1934. 





Die Seifenhimolyse als Fettsiurenhimolyse. 


Von , 
Andreas Medveezky und Ludwig Votin. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Pathologie der Universitat in Budapest. 


(Eingegangen am 24. Dezember 1935.) 


Die Seifenhamolyse war bereits 6fters Gegenstand von Unter- 
suchungen, ohne da} man jedoch zu einer sicheren Antwort auf die Frage 
gelangt ware, wodurch die Seifenhamolyse eigentlich entsteht. Charles 
L. Simon fiihrt die Seifenhimolyse auf Fettsauren zuriick, deren Wirkung 
durch Alkalien katalytisch gesteigert ware, ohne jedoch diese Annahme be- 
weisend zu unterstiitzen. Liebermann, Friedmann und Sachs erhielten 
als erste mit Olsiureemulsion Hamolyse, und sie, Rondoni und andere 
finden, daB Laugen einen hemmenden und Sauren einen férdernden 
KinfluB auf die Seifenhamolyse ausiiben. Sachs glaubt, daB ausschliel- 
lich die OH’-Ionen befahigt sind, den Eintritt der Seifenhimolyse zu 
beschleunigen, nach Ballicu steigert sogar Kohlensdéure die Seifen- 
hamolyse. Obwohl die genannten Untersuchungen, im Lichte der elektro- 
lytischen Dissoziation betrachtet, auf die entscheidende Rolle der Fett- 
sduren hindeuten, fand nichtsdestoweniger R. W. Lamar, daB die 
K-Salze starker wirken als die entsprechenden freien Fettsdéuren. Nach 
Ponder gibt es zwischen Na- und K-Salzen keinen Unterschied in der 
hamolytischen Kraft. 

Unsere Untersuchungen hatten den Nachweis zum Ziele, daB die 
Seifenhamolyse durch die Fettséuren bewirkt wird. Wir haben die aus 
Natronlauge und chemisch reiner Olsdure hergestellte Seifenlésung mit 
Hilfe eines Phosphatpuffers auf verschiedene pxu-Werte von 4,5 bis 9 
gebracht und die Seifenlésung von der Stammverdiinnung 1 : 10000 ab 
in weiteren Verdiinnungen untersucht. Die Volumina der Seifenlésung 
(0,46cem) und der Pufferlésung (0,4 cem) wurden mit einer 1,7 %igen 
Kochsalzlésung (0,6 cem) ergénzt, und zwar ist bei der Mischung die 
Reihenfolge zu beachten. Wir haben die Puffer und Kochsalzlésung 
zuerst gemischt und diese Mischung zur Seifenlésung hinzugegeben. 
Zuletzt kam eine 5°%ige Suspension von gewaschenen Blutkérperchen 
hinzu (0,5 cem). 

Kine zweite Versuchsreihe wurde ganz ahnlich mit denselben - 
Olsiuremengen, jedoch ohne Zusatz von Natronlauge, ausgefiihrt. 
Eine methylalkoholische Lésung der Olsiure wurde in destilliertes 
Wasser gegossen, wodurch eine kolloidale Lésung entstand, der Methyl- 
alkohol im Vakuum abgedampft, obwohl durch die angewandte Alkohol- 
menge nach unseren Untersuchungen in den entsprechenden Ver- 
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dinmnungen die Hamolyse iiberhaupt nicht beeinfluBt wird. Endlich 
diente eine dritte Reihe, in welcher anstatt der Seifenlésung eine physio- 
logische Kochsalzlésung verwendet wurde, als Kontrolle dafiir, ob die 
Wasserstoffionenkonzentration an und fiir sich eine Hamolyse bewirkt. 

Unsere Ergebnisse sind tabellarisch zusammengestellt. Alle Kontroll- 
reihen sind weggelassen, da in ihnen eine Hamolyse nie zu beobachten war. 


Tabelle I. 
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Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Seifenhamolyse eine Funktion 
der pu-Werte darstellt. Es zeigt sich ferner, daB die Himolyse mit der 
Zeit nur wenig zunimmt. Selbst nach 24 Stunden weist sie keine 
Verstérkung auf. Der Grund hierfiir liegt héchstwahrscheinlich darin, 
daB der Eintritt der Hamolyse eine bestimmte Konzentration der 
freien Olsduren erfordert. Bei wachsendem px bleibt die Hamolyse aus, 
sobald diese Konzentration nicht mehr vorhanden ist. In gréBeren 
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Verdiinnungen (1 : 2,4, 8usw.) wird die erforderliche Olsiurekonzentratio; 
erst bei kleineren pu-Werten erreicht, somit wird die hamolytisch: 
Kraft durch Verdiinnung eingeschrankt. 

Beim Vergleich der Seifen- mit Olsiurewirkung stellte sich heraus 
daB beide Hamolysen innerhalb der Fehlergrenzen gleichmabig ver 
laufen. Da sie dieselben Endprodukte aus verschiedenen Ausgang- 
produkten darstellen, kann die Olsiurereihe vollstindig in Parallele zu 
der Seifenreihe gesetzt werden. Somit ist unsere Auffassung als véllig 
begriindet anzusehen, daB die Seifenhimolyse eine Olsaurehimolyse 
darstellt, bei welcher andere Faktoren als die freie Olsiure keine Rolle 
spielen. Insbesondere ist eine Mitwirkung der OH’- und der Na’-Ionen 
auszuschlieBen. Damit soll aber nicht gesagt werden, daB bei kleineren., 
hier nicht gepriiften pu-Werten die freien H’-Ionen keinen EinfluB aut 
die Hamolyse ausiiben. 

Literatur. 

Charles L. Simon, J. of exper. Med. 11, 695, 1909. — L. V. Liebermann, 
Arch. f. Hyg. 62, 277; diese Zeitschr. 4, 25, 1907. — M. Friedmann 
u. Sachs, diese Zeitschr. 12, 259, 1908.— P. Rondoni, Zeitschr. f. Immunitats 
forsch. 9, 191, 1911. — #. Ballien, Boll. Soc. ital. Biol. oper. 4, 342, 1929. 
R. V. Lamar, J. of exper. Med. 138, 380. — . Ponder, Biochem. J. 18, 
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Uber die Erregungssubstanz der Mimosoideen. 


Von 
A. Soltys und K. Umrath. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Graz.) 


(Eingegangen am 29, Dezember 1935.) 


Die in den Tropen vorkommenden sensitiven Pflanzen, von denen 
die Mimosen die bekanntesten sind, reagieren auf die verschiedensten 
Reize in auffalliger Weise durch Bewegungen in ihren Blattgelenken so, 
daB die Blatter eine charakteristische Reizstellung einnehmen, in der bei 
Mimosa pudica die Fiederblattchen nach oben zusammengelegt, die 
sekundaren Blattstiele einander gendhert und der primare Blattstiel 
gesenkt sind. Ricca (3) hat 1916 gezeigt, daB sich aus Mimosa eine 
Substanz extrahieren |aBt, die Reizreaktionen in ungereizten Blattern 
und Sprossen auszulésen vermag, und da die Reiziibertragung bei 
Mimosa wenigstens zum Teil dadurch zustande kommt, daB die an der 
Reizstelle gebildete Erregungssubstanz mit dem Saftstrom durch die 
Pflanze transportiert wird. Arbeiten von Snow (4) (5) und von anderen 
haben diese Art der Reiziibertragung gegen die bei Mimosen ebenfalls 
vorkommende Erregungsleitung abgegrenzt, die der im _ tierischen 
Nerven ahnlich ist. Umrath (6) (7) hat dann die Erregungssubstanzen 
verschiedener Pflanzen untersucht und gefunden, da sich die ver- 
schiedener Mimosoideenarten an ihrer Wirkung nicht unterscheiden 
lassen, wahrend bei Pflanzen geringeren Verwandtschaftsgrades, etwa 
aus verschiedenen Unterfamilien, die jeweils eigenen Extrakte wirksamer 
yaren als die fremden. Um die Natur der an Mimosa wirksamen Substanz 
kennenzulernen, hat Fitting (1) eine groBe Anzahl verschiedener Ver- 
bindungen auf ihre Wirksamkeit untersucht, aber keine Substanz in so 
groBer Verdiinnung wirksam gefunden, wie es die Erregungssubstanz 
von Mimosa sein mub. 

Wir haben in der vorliegenden Arbeit versucht, ausgehend von 
Extrakten aus der Mimosoidee Neptunia plena, Einblick in die chemische 
Natur der in ihnen enthaltenen Erregungssubstanz zu erhalten. Wir 
haben im Verlauf der Arbeit etwa 50 kg Blatter zur Verfiigung gehabt. 
Recht unangenehm war die Tatsache, daB man nur im Sommer und 
Frithherbst die notwendigen Teste durchfiihren kann, weil die Pflanzen 
sehr empfindlich sind und daher in unseren Gegenden in einem Glas- 
haus im Winter die natiirlichen Bedingungen nicht so weit erfiillt sind, 
daB einwandfreie Teste erméglicht werden. Ebenso stérend wie die 
6 Monate lange Unterbrechung wahrend der kalten Jahreszeit war der 
Umstand, da gereinigte Substanzen in dieser Zeit ihre Wirksamkeit mehr 





248 A. Soltys u. K. Umrath: 


oder minder einbiiBten, so daB diese immer wieder neu hergestellt werd: 
muBten. Der fiir die Anreicherung und Reinigung der Substanz no 
wendige Test wurde folgenderweise durchgefiihrt: Sprosse von Mimos:: 
pudica wurden mit einem scharfen Messer unter Wasser in Stiicke mi: 
drei oder mehr Blattern zerteilt und jedes dieser Stiicke in einem Stati) 
so befestigt, daB seine untere Schnittflache in Wasser tauchte. Wenn 
sich die durch diese Manipulation gereizten Blatter wieder ausgebreite' 
hatten, wurde das Wasser durch die zu testende Lésung ersetzt und 
beobachtet, bei welcher Verdiinnung noch innerhalb 20 Minuten eine 
deutliche Reaktion eintrat, die mit den manchmal vorkommenden 
spontanen Bewegungen der Pflanze nicht zu verwechseln war. Aus de: 
eben noch witksamen Verdiinnung des Extraktes lassen sich dann zahlen 
maBige Angaben iiber seine Wirksamkeit machen. 


Ein Extrakt aus 1 g Blattern in 200 cem Wasser war unter normalen 
Verhaltnissen noch gut wirksam, er konnte aber bei besonders giinstigen 
Transpirationsverhaltnissen noch ohne Verlust der Wirksamkeit weiter 
fiinffach verdiinnt werden. Der Rohextrakt kann, ohne seine Wirksamkeit 
zu verlieren, am Wasserbade bis zum Sirup eingedickt und bei 160° 
getrocknet werden. Das Erhitzen im Vakuum bei 150 bis 160° halt die 
Erregungssubstanz auch in gereinigter Form aus. Sie ist dabei nicht 
fliichtig. Erst bei etwas hoherer Temperatur verliert sie ihre Wirksamkeit. 
An als Sirup bei Licht- und Luftzutritt aufbewahrten Rohextrakten wai 
auch nach 8 Jahren keine Wirksamkeitsabnahme nachzuweisen, wahrend 
gereinigte Extrakte unter denselben Bedingungen in wenigen Monaten 
ihre Wirksamkeit ganz oder gréBtenteils verlieren. Die reinsten Pro- 
dukte, die wir erhielten, verloren ihre Wirksamkeit oft nach wenigen 
Tagen oder schon iiber Nacht, wodurch die Isolierung der reinen Substanz 
bisher verhindert wurde. Die Ursache des Wirksamkeitsverlustes konnte 
nicht festgestellt werden. Sicher sind es nicht der Luftsauerstoff oder 
schwach saure oder alkalische Reaktion, weil in den entsprechenden 
Versuchen keine Wirksamkeitsabnahme stattfand. Nur starke Salz- 
siure schaédigt die Substanz bei langerer EKinwirkung in der Kalte oder 
zerstért sie beim Erwarmen auf 100° vollkommen. 


Die reinsten Praparate der Erregungssubstanz waren unter 
giinstigen Testbedingungen noch in einer Verdiinnung von | : LOQQQQO00 
wirksam. Eine solehe Wirksamkeit kommt manchen _physiologisch 
stark wirksamen Substanzen zu und wird nur von einzelnen bei besonders 
empfindlichem Test iibertroffen. Dadurch wird es wahrscheinlich, dal 
diese reinsten Extrakte nicht mehr viel Ballaststoffe enthalten. Trotz- 
dem stellen auch diese wirksamsten Praparate, die wir nur in kleinen, 
nach Milligramm zaihlenden Mengen erhalten konnten, nicht die reine 
Substanz dar; sie waren amorph, auBerordentlich hygroskopisch und 
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so wenig bestandig, daB weitere Reinigungsversuche immer mit dem 
Unwirksamwerden endeten. 


Die Eigenschaften der Erregungssubstanz werden in den Rohextrakten 
durch die Anwesenheit verschiedener Begleitstoffe verdeckt, insbesondere 
sind die Léslichkeitseigenschaften des weitgehend gereinigten Stoffes 
wesentlich andere als die des Rohextraktes. Die Erregungssubstanz hat 
in ihrer reinsten Form folgende Eigenschaften: Sie ist léslich in Wasser, 
Pyridin, Alkohol, Amylalkohol und Aceton; die Lésungsmittel sind nach 
fallendem Lésungsvermégen geordnet; sie ist unléslich in Ather, Chloro- 


form und Benzol. Mit basischem Bleiacetat und mit Quecksilberacetat 
wird die Substanz aus wasseriger Lésung gefallt, sie gibt aber keine 
Faillung mit Bleiacetat in schwach saurer Lésung. Auf diese Eigen- 
schaften griindet sich das Reinigungsverfahren in seiner ersten Phase. 

Die Erregungssubstanz ist eine Séure!, deren Bariumsalz in Alkohol 
unléslich, aber in Wasser leicht léslich ist; das Calciumsalz verhalt sich 
ahnlich. Das Natriumsalz ist in Wasser und in Alkohol léslich. Auch die 
Salze konnten nicht kristallisiert erhalten werden und sind ebenso 
unbestandig wie die freie Saure. Die Erregungssubstanz enthalt ferner 
eine Hydroxylgruppe und ist demnach als Oxysaéure anzusprechen. Die 
Hydroxylgruppe konnte einwandfrei dadurch nachgewiesen werden, 
daB die Erregungssubstanz durch Einwirkung von Essigséureanhydrid 
ihre Wirksamkeit voéllig einbiiBt, wonach Verseifung mit n/10 Natron- 
lauge geniigt, um die Wirksamkeit wieder herzustellen. Mit Bleiacetat 
und Quecksilberacetat laBt sich die acetylierte Substanz kaum mehr 
fallen, wahrend das mit der Erregungssubstanz selbst leicht gelingt. 

Kaliumpermanganrat zerstért in saurer und alkalischer Lésung die 
Wirksamkeit, wahrend Zusatz von Jodlésung oder Wasserstoffsuperoxyd 
auch nach 24stiindiger Einwirkung sie nicht beeintrachtigt. Das Durch- 
leiten von Sauerstoff durch eine auf 100° erhitzte wasserige Lésung der 
Substanz wahrend mehrerer Stunden hat keine merkbare EinbuBe an 
Wirksamkeit zur Folge. Andererseits bleibt die Wirksamkeit auch nach 
einer Reduktion mit Zinkstaub und Essigsdéure vollstandig erhalten. 


' Nach einem Versuch von Hermann u. Umrath (2) konnte man den 
Eindruck haben, da®6 die Erregungssubstanz ein Nichtelektrolyt sei. Ein 
Mimosenextrakt wurde zwischen Tonzellen, die mit destilliertem Wasser 
gefiillt und mit Platinelektroden versehen waren, elektrolysiert, wobei das 
Wasser in den Tonzellen 6fter gewechselt wurde. Nach der Elektrolyse 
waren die mit Elektrolyten angereicherten Fliissigkeiten aus den Tonzellen 
ohne deutliche Wirksamkeit an Mimosa, wahrend der elektrolysierte Extrakt 
noch wirksam war. Wir haben diesen Versuch mit einer reineren Substanz 
und viel langerer Elektrolysendauer wiederholt und gefunden, daf alle 
drei Fliissigkeiten nach der Elektrolyse unwirksam waren. Offenbar wandert 
die wirksame Substanz zur Anode und wird dort zerstért. 

Biochemische Zeitschrift Band 284. 17 
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Die gereinigten Extrakte geben mit Phosphorwolframsaure, Jod 
jodkalium, Pikrinséure und anderen Alkaloidfallungsmitteln kein 
Niederschlage, wodurch die von Hermann und Umrath (2) gemachte 
Angaben bestatigt werden. 

Aus Pyridin und Alkohol wird die Substanz von Calciumcarbonat 
Bariumecarbonat und Aluminiumoxyd adsorbiert und kann mit Wasse: 
wieder eluiert werden, ohne da dies eine vorteilhafte Reinigungs 
methode darstellen wiirde. Durch Tierkohle und Kaolin wird die 
Substanz in schwach saurer Lésung adsorbiert und an Natronlauge ode: 
Ammoniak nur zum Teil wieder abgegeben. 


Die verschiedensten Fermente sind auf die Erregungssubstanz chne 
Wirkung. Es wurden Hefe, Pepsin, Trypsin, Erepsin, Diastase und 
Froschmuskelextrakt bei 37° und 24stiindiger Einwirkung gepriift. 


Die Erregungssubstanz passiert in wasseriger Lésung Ultrafilte: 
leicht. Um noch einen, ebenfalls vom Reinheitsgrad unabhangigen 
Anhaltspunkt iiber die Molekulargr6éBe zu erhalten, haben wir noch 
folgenden Diffusionsversuch durchgefiihrt. 

In eine Lésung einer Substanz mittlerer Reinheit wurde eine mit 1 °,igem 
Agar gefiillte, oben geschlossene Glasréhre gehingt und 4 Tage bei 20° 
haingengelassen. Dann wurde der Agarzylinder, der sich nach dem Ab 
schneiden des oberen Endes der Glasréhre leicht aus dieser herausnehmen 
lieB, in !/, em lange Stiicke zerschnitten. Jedes dieser Stiicke kam in ein 
Flaischchen mit einer bestimmten Menge destillierten Wassers, wurde ge- 
schiittelt und iiber Nacht stehengelassen, so daB sich die Erregungssubstanz 
gleichmaBig in der Fliissigkeit verteilte. Diese Lésungen wurden zugleich 
mit der Ausgangslésung mehrfach getestet. In dem 4 bis 4!/,cm vom offenen 
Ende der Roéhre entfernt gewesenen Stiick war noch eine Wirksamkeit 
nachweisbar, und zwar | % derjenigen der Ausgangsl6sung. Die Wirksamkeits 
abnahme mit dem Diffusionsweg stimmt gut mit der theoretisch erwarteten 
iiberein. 

Der aus mehieren Wertepaaren von Diffusionsweg und Konzen- 
tration errechnete Diffusionskoeffizient ergab sich im Mittel zu 
3,6. 10-® em? sek-!. Das deutet auf ein Molekulargewicht, das gleich 
oder wenig héher als das eines Disaccharids ist, wenn der Agar den 
Diffusionskoeffizienten nicht nennenswert herabgesetzt hat; ein starke: 
EinfluB des Agars in diesem Sinne ist nur bei kompliziert gebauten 
Molekeln zu erwarten. 

Die Carboxylbestimmung durch Titration mit Phenolphthalein in 
50 %iger alkoholischer Lésung lieB sich mit den reinsten Substanzen 
glatt durchfiihren und ergab von Substanzen verschiedener Darstellunge 
18 bzw. 21°, Carboxyl. Daraus errechnet sich ein Aquivalentgewich' 
von 250 bzw. 210. Dem Umstand entsprechend, daB wir nicht die voll- 
kommen reine Substanz vor uns hatten, sind diese Zahlen nur nach 
ihrer GréBenordnung, etwa 200 bis 300, zu werten. 
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Eine Bariumbestimmung durch Fallen mit Schwefelsaure und 
Wagen des Bariumsulfats ergab 26°, Ba, woraus sich ein Aquivalent- 


gewicht von 264 ergibt, das mit dem aus der Titration berechneten der 
GréBenordnung nach iibereinstimmt. 

Kohlenstoff-Wasserstoffbestimmungen einiger reinster Praparate, 
die von verschiedenen Herstellungen stammten, ergaben 3,4, 5,3 und 
4.9° H und 38,3, 40,7 und 46,8°%, C. Der Gehalt an Kohienstoff ist 
etwa von der GroBenordnung desjenigen eines Zuckers (Glucose 6,7 °% H, 
40.3%, C). Die Beimengung von Substanzen, die weniger Kohlenstoff 
enthalten als Zucker ist wawahrscheinlich, so daB die Erregungssubstanz 
selbst sehr sauerstoffreich sein diirfte: wahrscheinlich entfallt nahezu 
auf jedes nicht an der Carboxylgruppe beteiligte Kohlenstoffatom der 
Molekel eine Hydroxylgruppe. Leider war es uns nicht méglich eine 
Acetylbestimmung zur Klarung dieser Frage durchzufiihren, weil wir 
dafiir nicht genug reine und hochwirksame Substanz eriibrigten. 

Alle nach Kjeldahl auf ihren Gehalt an Stickstoff gepriiften Sub- 
stanzen enthielten geringe Mengen davon. Die reinsten Praparate 
enthielten 1,5 bis 2,5°, N, der nicht als anorganische Beimengung, 
sondern sicher in organischer Form vorhanden war. Verschiedene, noch 
nicht so weit gereinigte Proben enthielten meist etwas mehr, in seltenen 
Fallen aber auch weniger Stickstoff als die oben angefiihrten reinsten 
Praparate. Manche der reinsten, alkoholléslischen Praparate wurden in 
Aceton aufgenommen, wobei eine alkoholunlésliche, sehr wenig wirksame 
Substanz mit weniger als 1°, N zuriickblieb. Im Laufe der Arbeiten 
haben wir recht verschiedene Reinigungswege beschritten, sind aber 
immer zu Substanzen gelangt, die Stickstoff in den oben angegebenen 
Grenzen enthielten. Obzwar ein stickstoffhaltiger Ballaststoff, der bei 
unserem Gang der Reinigung dauernd in demselben Verhaltnis bei- 
gemengt bleibt, nicht ausgeschlossen werden kann, ist es doch wahr- 
scheinlich, daB die Erregungssubstanz selbst den Stickstoff enthalt; in 
diesem Falle aber sicher nicht als Aminogruppe, weil nach Einwirkung 
von Formaldehyd die Wirksamkeit einer Lésung ganz unverandert ist. 
Einem Gehalt von 1,5 bis 2,5°% Stickstoff entspricht ein mindestes 
Molekulargewicht von 930 bis 560. Ein Molekulargewicht von 400 bis 
600 entspricht dem doppelten Aquivalentgewicht aus den Carboxyl- 
und Bariumbestimmungen und stimmt auch mit dem Ergebnis des 
Diffusionsversuchs, der unabhangig von der Reinheit der Substanz ist, 
iiberein. 

Auch ganz geringe, sehr wechselnde Mengen Schwefel waren in 
allen Extrakten vorhanden. Es ist sicher, daB der Schwefel nicht der 
Molekel der Erregungssubstanz angehért, sondern durch die vielen 
Fallungen mit Schwefelwasserstoff in die Extrakte gebracht worden 
ist. Die Substanz enthalt sicher keinen Phosphor. 
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Zusammenfassend méchten wir diese Analysenergebnisse dahin 
deuten, daB die Erregungssubstanz Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauerstoft 
und wahrscheinlich auch Stickstoff enthalt. Andere Elemente sind an 
ihrem Aufbau nicht beteiligt. Es ist wahrscheinlich, daB das Molekular 
gewicht von der GréBenordnung 500 ist, in welchem Falle sich det 
Sauerstoff auf zwei Carboxylgruppen und mehrere Hydroxylgruppen 







verteilen wiirde. 







Die Darstellung der Erregungssubstanz. 





Wir haben, bis auf eine Ausnahme, Extrakte von Neptunia plena 
verwendet, weil diese Art im Glashaus und im Mistbeet leichter in groBen 
Mengen zu ziehen ist als Mimosa. Die Teste wurden aber, wie erwaéhnt, an 
Mimosa durchgefiihrt. Es ist fiir die spitere Reinigung wichtig, von vorn- 
herein einen Extrakt zu erhalten, der wohl den gr68ten Teil der Erregungs- 
substanz, aber mdéglichst wenig Begleitstoffe, insbesondere wenig Schleime 
enthalt. Es hat sich gezeigt, daB es hierfiir giinstig ist, die Blatter nicht, wie 
wir es anfangs taten, in Wasser auszukochen, sondern im Fruchtsaft- 
apparat ,,Weck*‘ mit Dampf zu extrahieren und auch die Blatter nicht 
von den Sprossen abzustreifen, sondern die ganzen, mit dem Messer 
abgeschnittenen Sprossen zu extrahieren. 







































Auf diese Weise erhielten wir an Extrakt etwas mehr als die Halfte des 
Gewichts der Blatter. Die folgenden Vorschriften beziehen sich auf die 
Aufarbeitung von 4kg Blattern samt Stengeln. Der Extrakt (2,5 Liter), 
der gegen Lackmus sauer reagiert, wird mit 200 cem 10°%iger Bleiacetat- 
lésung versetzt, kraftig geschiittelt und einige Stunden stehengelassen. 
Dabei fallt ein gelblicher, ziemlich voluminéser Niederschlag aus, der sich 
zusammenballt und zu Boden sinkt. Nach einigen Stunden wird die klare, 
iiberstehende Fliissigkeit abgehebert und der Rest durch eine grobe Nutsche 
abgesaugt. Die Fallung enthallt nur etwa 5% des Reizstoffes und wird 
verworfen. In das Filtrat leitet man Schwefelwasserstoff bis zur Sattigung, 
filtriert oder saugt das Bleisulfid ab, engt das Filtrat im Vakuum bei 25 bis 
30° auf 500 cem ein und fiigt zum Destillationsriickstand 100 cem 20 °,ige 
Mercuriacetatl6sung hinzu. Kraftiges Schiitteln beférdert das Zusammen- 
ballen des entstandenen gelbgefarbten Niederschlags, der abgesaugt wird. 
Er enthalt praktisch die ganze Wirksamkeit. Der Niederschlag wird mit 
etwas Wasser nachgewaschen und dann in 500 cem Wasser aufgeschwemmt. 
In diese Aufschwemmung leitet man Schwefelwasserstoff ein, bis alles 
Quecksilber als schwarzes Sulfid gefallt ist. Der Quecksilberniederschlag 
fallt so fein aus, daB er gewohnlich nicht abgesaugt werden kann, sondern 
durch ein Faltenfilter filtriert werden mu. Das Filtrat wird im Vakuum 
zur Sirupdicke abdestilliert, um den gré8ten Teil der Essigsiure (aus dem 
Quecksilberacetat) auch ins Destillat zu bekommen, dann in 400 cem Wasser 
gelést und mit basischem Bleiacetat solange versetzt, bis keine Fallung mehr 
entsteht. Die Lésung muB nach dem Fallen alkalisch reagieren. Wenn das 
nicht der Fall ist, muB mit Natronlauge eben alkalisch gemacht werden, 
weil sonst nicht die ganze Erregungssubstanz gefallt wird. Der Bleinieder- 
schlag wird abgesaugt, in Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasserstoff 
das Blei entfernt. Das Filtrat vom Bleisulfid wird im Vakuum auf etwa 50cem 
abdestilliert und der Destillationsriickstand dreimal mit derselben Menge 
Amylalkohol ausgeschiittelt, wodurch verschiedene lipoidlésliche Stoffe ent- 
fernt werden, ohne da8 nennenswerte Mengen Erregungssubstanz in den Amyl- 
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alkohol tibergehen. Die ausgeschiittelte Lésung wird bis zur Sirupkonsistenz 
im Vakuum abdestilliert. Man setzt nun kubikzentimeterweise Pyridin zu 
und schiittelt nach jedem Zusatz kraftigum. Mit den ersten Kubikzentimetern 
geht der Sirup noch in Lésung. Nach Zusatz von etwa 20 cem Pyridin 
beginnt eine schmierige Substanz auszufallen, die sich auf weiteren Zusatz 
noch verstarkt. Man gibt im ganzen 100 cem Pyridin zu, lat wenigstens 
1 Stunde stehen und gieBt die klare Pyridinlésung, die den Reizstoff enthalt, 
ab. Durch Lésen in wenigen Kubikzentimetern Wasser und Wiederausfallen 
mit Pyridin kann der Pyridinfallung noch etwas Erregungssubstanz entzogen 
werden. Die Pyridinlésungen werden vereinigt und im Vakuum abdestilliert. 
Mit dem Riickstand wird die Pyridinfallung nochmals wiederholt. Die Pyridin- 
losung wird jetzt zur Trockene im Vakuum abdestilliert, wobei die Bad- 
temperatur nicht tiber 40° steigen soll. Der Riickstand wird in 40 com Wasser 
aufgenommen und wiederum mit Quecksilberacetat gefallt, die Fallung 
in Wasser aufgeschwemmt und das Quecksilber mit Schwefelwasserstoff 
entfernt. Das Filtrat vom Quecksilbersulfid wird im Vakuum unter den- 
selben VorsichtsmaBregeln wie oben zur Trockene gebracht, der Riickstand 
mit 40 cem Wasser gelést, mit basischem Bleiacetat gefallt, die Fallung 
wie oben aufgearbeitet und das Filtrat vom Bleisulfid wieder durch Ab- 
destillieren im Vakuum zur Trockene gebracht. Nach dem Abdestillieren 
zur Trockene Ja8t man den Riickstand noch '/, Stunde bei 40° trocknen 
und nimmt dann den schon sehr geringfiigigen Riickstand in 10 cem Wasser 
auf. Es hinterbleibt dabei immer etwas Unlésliches, von dem abfiltriert 
wird. Man wascht noch zweimal mit je 5cem Wasser nach. Bis zu diesem 
Reinheitsgrade ist die Substanz noch verhaltnismaéBig unempfindlich und 
Verluste an Wirksamkeit sind selten. Gleichwohl ist es angezeigt, die 
einzelnen Stufen des Reinigungsvorganges durch den Test auf ihr Gelingen zu 
priifen. Die wiasserige L6sung der Erregungssubstanz wird im Vakuum bis auf 
etwa 2 ccm abdestilliert und dann kubikzentimeterweise mit Alkohol ver- 
setzt. Im ganzen werden 100ccm Alkohol verwendet. Die Hauptmenge der 
Wirksamkeit geht dabei in die Lésung. Durch Lésen der Alkoholfallung in 
mdéglichst wenig Wasser und nochmaliges Fallen mit 100 eem Alkohol kann 
ihr die restliche Substanz noch entzogen werden. Nach der Fallung mit 
Alkohol la8t man mehrere Stunden stehen, so daB man die klare, alkoholische 
Lésung ohne Filtration nur abzugieBen hat. Die alkoholische Lésung wird 
im Vakuum abdestilliert und die Fallung nochmals mit 96 °,igem und dann 
mit 100° igem Alkohol wiederholt. Nach dem Abdestillieren des Alkohols 
hinterbleibt eine schon sehr reine Substanz, die aber nach dem Trocknen noch 
nicht ganz léslich in Alkohol ist. Um die weitere Reinigung iiber das Barium- 
salz zu erméglichen, muB die Substanz glatt in 10 cem absolutem Alkohol 
léslich sein, was man durch Eintrocknenlassen im Exsikkator iiber Schwefel- 
siure und Wiederlésen in absolutem Alkohol erreicht. Die im Alkohol 
unléslichen Anteile enthalten immer nur sehr geringe Mengen Wirksamkeit 
und werden verworfen. Das Eintrocknen der jetzt nur mehr kleinen Mengen 
Fliissigkeit (etwa 10 ccm oder weniger) soll nur mehr im Vakuumexsikkator 
iiber Schwefelsiure bei Zimmertemperatur erfolgen. Wenn die Substanz 
durch dieses aufeinanderfolgende Aufnehmen in absolutem Alkohol nur mehr 
alkohollésliche Bestandteile enthalt, wird sie in 2 cem Wasser aufgenommen, 
von Unldéslichem abfiltriert und etwa 2 ccm 5° ige Barytlésung zugesetzt 
und wiederum im Exsikkator zur Trockene gebracht. Das trockene Baryt- 
salz wird nun mit dreimal 5ccem Alkohol extrahiert, um alle neutralen 
oder basischen Begleitstoffe oder auch alkohollésliche Barytsalze zu ent- 
fernen. Dann lést man in 5ccm Wasser, leitet bis zur Sattigung Kohlen- 
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dioxyd ein, um das iiberschiissige Bariumhydroxyd zu entfernen, filtrier: 
vom Bariumearbonat ab, bringt im Vakuumexsikkator bei Zimmertemperatu: 
zur Trockene und nimmt schlieBlich in 10 cem Wasser auf. Dabei geht da 
Barytsalz in Lésung, waihrend noch etwas Bariumearbonat unléslich zuriick 
bleibt. Die L6sung des Barytsalzes wird in der iiblichen Weise mit basischem 
Bleiacetat gefallt und durch Schwefelwasserstoff vom Blei befreit. Das 
Filtrat von Bleisulfid wird sofort wiederum im Exsikkator getrocknet. 
wobei etwa 10mg einer schwach gelb gefarbten, lackartigen Substanz 
zuriickbleiben. Die im Texte angefiihrten Analysen wurden im allgemeinen 
mit Praparaten dieses oder eines besseren Reinheitsgrades durchgefiihrt. 
Die Ausbeute an Wirksamkeit bis zu diesem Punkte betragt 50° des Roh 
extraktes, wenn im Laufe der verschiedenen Operationen keine sehr groBen 
Verluste an Wirksamkeit aufgetreten sind. Dieser Weg der Aufarbeitung 
fiihrt zur vollkommenen und leichten Léslichkeit in absolutem Alkohol. 
Wahrend der weiteren Stufen der Reinigung hingegen treten meist weit- 
gehende Verluste an Wirksamkeit ein, deren Ursache, wie schon oben be- 
richtet, noch nicht klargestellt werden konnte. 


Ubersicht zur Darstellung der Erregungssubstanz. 


Der Rohextrakt wird gefallt mit Bleiacetat bei saurer Reaktion. 
Filtrat; Fallen mit Quecksilberacetat. 
Fallung; mit basischem Bleiacetat. 
Fallung; Ausschiitteln mit Amylalkohol. 
Wasserige Schicht; Fallen mit Pyridin. 
Filtrat; nochmals Fallen mit Pyridin. 
Filtrat; Fallen mit Quecksilberacetat. 
Fallung; Fallen mit basischem Bleiacetat. 
Fallung; Fallen mit 96° igem Alkohol. 
Filtrat; wiederum Fallen mit 96° igem Alkohol. 
Filtrat; Fallen mit 100%igem Alkohol. 
Filtrat; Aufnehmen in 100°,igen Alkohol. 
Filtrat; wiederum Aufnehmen in 100° igen Alkohol. 
Filtrat; Versetzen mit Bariumhydroxyd, abdunsten, usw. 
Riickstand; mit Alkohol extrahieren. 
Riickstand; in Wasser lésen und Kohlensaure einleiten. 
Filtrat; Abdunsten und Aufnehmen in Wasser. 
Filtrat; Fallen mit basischem Bleiacetat. 
Fallung enthalt etwa 10 mg der hoch wirksamen Erregungssubstanz. 


Acetylierung der Erregungssubstanz. 

Der Reinheitsgrad der Erregungssubstanz muB so sein, daB sich diese 
in trockenem Pyridin lést. Man nimmt etwa 10 cem Pyridin fiir eine 
Substanzmenge, die aus 1 kg Blattern gewonnen wurde. Dann fiigt man 
0,5cem Essigsiureanhydrid hinzu, schiittelt um und 1a8t mindestens 
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Nach dieser Zeit wird das 
Pyridin im Vakuum abdestilliert, der Riickstand in Wasser aufgenommen 
und von geringen Mengen eines unléslich gewordenen Anteils abfiltriert. 
Diese wasserige Lésung enthalt den acetylierten Reizstoff, der auch in 
hohen Konzentrationen vollkommen unwirksam ist. Der acetylierte 
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Reizstoff laBt sich mit basischem Bleiacetat oder Quecksiiberacetat nicht 
mehr fallen. Seine Léslichkeitseigenschaften sind im  wesentlichen 


dieselben wie die des Reizstoffes selbst. 


Verseifung des Acetylproduktes. 


Die Lésung des Acet ylproduktes wird mit so viel Natronlauge versetzt, 


daB eine n/10 Lésung davon entsteht und dann auf dem Wasserbade 
2 Stunden erhitzt. Die Verseifung ist damit vollendet. Zum Zweck 
des Testes soll durch Zugabe der berechneten Menge Salzsaéure oder auch 
mit Hilfe von Methylorange als Indikator neutralisiert werden. Nach 
der Verseifung erhalt man die volle urspriingliche Wirksamkeit zuriick. 

Die Verseifung mit starkerer (0,5 bis 1,0 normaler) Natronlauge 
liefert weniger gute Resultate, weil durch die lange Einwirkung bei 100° 
eine einigermaBen reine Erregungssubstanz schon Schaden leidet. Die 
Verseifung mit Salzsaure ist ebenfalls méglich, liefert aber sehr schlechte 
Ergebnisse, weil die Wirksamkeit durch das Erhitzen mit Salzsaure an 
und fiir sich schon zum gréBten Teil verioren geht. 


Zusammenfassung. 
Die Erregungssubstanz der Mimosoideen ist eine Oxysaure mit 
hohem Sauerstoffgehalt. Der GréBenordnung nach ist das Aquivalent- 
gewicht 250, das Molekulargewicht 500. 
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Die chemische Identifizierung des .muskelwirksamen 
Nebennierenrindenhormons“. 
Von 
Konrad Lang und Bernhard Stuber +. 
(Aus der Stadtischen Krankenanstalt in Kiel.) 
(Eingegangen am 1, Januar 1956.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Tatsache, dab die Entfernung der Nebennieren bei Tieren, 
sofern sie tiber kein akzessorisches Rindengewebe verfiigen, absolut 
tédlich wirkt, haben den AnlaB zu Versuchen gegeben, diese lebens- 
notwendige Substanz aus der Nebennierenrinde zu isolieren. Swingle und 
Pfiffner ist es gelungen, das lebensnotwendige Hormon (oder vielleicht 
auch Hormonkomplex) aus dem Organ zu extrahieren und weitgehend 
zu reinigen. Die Zufuhr der nach Swingle und Pfiffner dargestellten 
Extrakte vermag nebennierenlose Tiere am Leben zu erhalten und ver- 
hindert das Auftreten der Insuffizienzerscheinungen. Eines der ein- 
druckvollsten Symptome des Rindenausfalls ist die Muskelad ynamie, 
deren Ursache in Veranderungen des Muskelstoffwechsels, die in den 
letzten Jahren weitgehend aufgeklart werden konnten (Lang!, Ochoa?, 
Arvay und Mitarbeiter®, Cope, Barhill, Mark, Ochoa*, Moschini® und 
andere), zu suchen ist. DaB die Swingle-Pfifinerschen Extrakte die 
Muskeladynamie nebennierenloser Tiere zu beheben vermégen, ist schon 
von zahlreichen Untersuchern mitgeteilt worden. 


Als Test fiir die Wirksamkeit ihrer Extrakte haben Swingle und 
Pfiffner das Uberleben nebennierenloser Katzen verwendet, ein Test- 
verfahren, das nicht nur sehr miihselig, sondern auch sehr zeitraubend 
ist. Es war daher naheliegend, nach einem einfacheren und _ schneller 
arbeitenden Testverfahren zu fahnden. Wir glaubten ein solches ent- 
sprechend einem der Kardinalsymptome der Nebenniereninsuffizienz, 
der Muskeladynamie, in einer Beeinflussung der Muskelaktion durch 
Nebennierenextrakte suchen zu kénnen. Als wir unsere Versuche be- 
gannen, waren tiber den EinfluB von Nebennierenrindenextrakten auf 
die Muskulatur normaler Tiere tiberhaupt noch keine sicheren Angaben 
in der Literatur zu finden. Von uns in dieser Richtung unternommene 
Experimente zeigten dann sehr bald, daB Nebennierenrindenextrakte 

! Pfliigers Arch. 229, 60, 1931. 2 Ebenda 231, 220 u. 222, 1932. — 
3 Diese Zeitschr. 234, 186, 1931; 239, 128, 1931. — 4 J. of Physiol. 82, 305, 
1934, — °C.r. Soc. Biol. Paris 115, 215, 1934. 
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auf den Muskel normaler Tiere eine deutlich ermiidungsverzégernde 
Wirkung haben, die wir sowohl am lebenden Meerschweinchen als auch 
am isolierten Meerschweinchen- und Froschmuskel nachweisen konnten. 
Die Muskelwirkung war nur auf einen verhaltnismaBig engen Konzen- 
trationsbereich beschrankt. Uberdosierung bewirkte iiberraschender- 
weise Hemmungserscheinungen. Mit dieser Wirkung auf den Frosch- 
muskel erschien uns ein ausgezeichnetes Testverfahren zur Darstellung 
von Nebennierenextrakten gegeben zu sein. Aus weiteren Versuchen 
ging jedoch hervor, daB die die Ermiidung des normalen Froschmuskels 
verzogernde Substanz keineswegs mit dem von Swingle und Pfiffner 
extrahierten lebensnotwendigen Hormon identisch sein konnte. Bei 
der Verteilung zwischen 70°, Alkohol und Petrolither bleibt die Swingle- 
Pfifinersche Substanz in der wasserig alkcholischen Phase!, wahrend 
unser muskelaktives Prinzip quantitativ im Petrolather zu finden ist. 
Wir waren also gezwungen zweierlei verschiedene Substanzen, die auf 
den Muskel einwirken, anzunehmen. 


In der Zwischenzeit erschien die Arbeit von Schmitz und Kiihnau?, 
in der die Isolierung von drei verschiedenen Hormonen aus der Neben- 
nierenrinde beschrieben wurde, eines Faktors A, der die Blutphos- 
phatide steigert, eines Faktors B, der das Blutcholesterin senkt, und 
eines Faktors C, der die Blutphosphatide senkt. Die von den genannten 
Autoren mitgeteilte Darstellung dieser drei auf den Lipoidstoffwechsel 
einwirkenden Hormone war dem von uns gebrauchten Verfabren so 
ahnlich, daB zu erwarten war, da diese Hormone, in erster Linie aber 
Faktor B, muskelaktiv sein wiirden. Die Richtigkeit unserer Vermutung 
bestatigte die kurz darauf erschienene Arbeit von Wacholder und Morgen- 
stern®, Diese Autoren teilten mit, daB die Schmitz-Kiihnausche Fraktion B 
auf den Muskel normaler und nebennierenloser Frésche am isotonischen 
Hebel bei Reizung mit Einzelinduktionsschligen einen deutlich er- 
miidungsverzégernden EinfluB hat, ferner daB die Acetylcholinempfind- 
lichkeit der Muskeln durch das Hormon beeinfluBt wird. Uns interessierte 
am meisten an dieser Mitteilung die Angabe, da Wacholder und Morgen- 
stern, genau wie wir auch, eine optimale Hormonkonzentration beob- 
achteten, deren Uberschreitung nach oben zu einer Hemmung fiihrte. 
Gerade diesen letzten Punkt hatten wir von jeher als das Haupt- 
charakteristikum der Wirkungsart unserer Substanz betrachtet. In 
allerneuester Zeit berichtet Stippich*, daB der Schmitz-Kiihnausche 
Faktor B auch am isolierten Froschherzen im Sinne einer Leistungs- 
steigerung wirksam ist, daB aber gréBere Dosen hemmen. Damit wurden 


1 Amer. J. of Physiol. 96, 164, 1931. — * Diese Zeitschr. 259, 301, 
1933. — 3 Pfliigers Arch 282, 444, 1933. 4 Zeitschr. f. Biol. 96, 522, 
1935. 
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gleichartige Versuche von uns, die wir schon vor Jahren angestellt haber 
ohne je dariiber zu berichten, bestitigt. 

Im folgenden werden wir tiber die I[solierung und_ prinzipieli 
chemische Identifizierung dieses zweiten nicht mit dem Swingle-Pfiffnei 
schen Hormon identischen muskelaktiven Faktors berichten. Es handelt 
sich nicht um ein Hormon. Diese Wirkung auf den Muskel, charakterisiert 
durch Verzégerung der Ermiidung bei geeigneter Dosierung und Hemmung 


. #% ° ° ° ° q° 
des Muskels bei Uberdosierung, ist eine ganz allgemeine Eigenschaft von 


Fettséureestern mit gewissen Alkoholen. Hinsichtlich der Wirksamkeit 
dieser Ester bestehen nur quantitative, aber keine qualitativen Unter- 
schiede. Die Identifizierung der allerwirksamsten Ester ist uns noch 
nicht gelungen. Wenn ich trotzdem schon verfriiht tiber unsere Versuche 
berichte, so geschieht dies, weil unsere gemeinsame Arbeit durch den 
Tod von Prof. Stuwber unterbrochen wurde. 


1. Testverfahren. 


Als Testobjekt diente der isolierte Gastrocnemius von Fréschen. 
Hinsichtlich der Ergebnisse besteht zwischen Eskulenten und Temporariern 
kein Unterschied. Fiir die vorliegenden Versuche wurden fast ausschlieBlich 
Temporarier benutzt. Im einzelnen gestaltete sich unser Vorgehen folgender- 
maBen: Nach Préparation der Gastrocnemien eines Frosches wurde der 


Abb. 1. Oben: Kontrollmuskeln. Unten: Muskeln mit 1, 2, 4 und 8mg Extrakt. 


eine 30 Minuten lang in Ringerlésung, der andere in 15 cem Ringerlésung, 
welche die zu untersuchende Substanz enthielt, eingelegt. Das Abmessen 
der Extraktmenge erfolgte derart, dali die gewiinschte Menge Trocken- 
substanz auf der Analysenwaage abgewogen, heif in médglichst wenig 
Aceton gelést und sofort mit Ringerlésung auf ein bekanntes Volumen 
verdiinnt wurde. Auf diese Weise wurde meistens eine gleichmabige kolloi- 
dale L6ésung erhalten, die sich wahrend des Versuchs nicht entmischte. 
Aliquote Teile dieser Lésung wurden mit Ringerlésung ad 15,0 cem ge- 
bracht. Die Ringerl6sung, in welche die Kontrollmuskeln eingelegt wurden, 
enthielt genau die gleiche Menge Aceton wie die Ringer-Extraktlésung. 
Nach 30 Minuten Einwirkung wurden die Muskeln in tiblicher Weise an 
einem Hebel fiir isotonische Zuckungen befestigt. Die Belastung des Hebels 
betrug 50g. Alle 10 Sekunden wurde mit einem kurzen Tetanus von 
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| Sekunde Dauer gereizt. Als Stromquelle diente ein 4 Volt-Akkumulator. 
Der Rollenabstand betrug 10mm. Die Ermiidungskurve wurde graphisch 
registriert. Zundchst wurde auf diese Weise die GréBenordnung der optimal 
ermudungsverzogernden Wirkung und dann die minimale noch wirksame 
Dosis ermittelt. Letztere ist bei der Beschreibung unserer Versuche als 
.Wirksamkeit* angegeben, als Beispiel fiir die Auswertung unserer Extrakte 
geben wir die Abb. 1, in der auch die Hemmung durch groBbe Dosen sichtbar 
ist, wieder. 
2. Der Gang der Isolierung. 

Rindernebennieren wurden mit der Hackmaschine zerkleinert und 
der entstandene Brei mit dem vierfachen Volumen Aceton versetzt, gut 
durchgeriihrt und iiber Nacht stehengelassen. Am nachsten Morgen 
wurde durch Gaze filtriert, abgepreBt, der Riickstand mit zwei Volumina 
Petrolather 2 Stunden extrahiert, wieder filtriert, abgepreBt und die 
Petrolatherextraktion nochmals wiederholt. Weitere Extraktionen der 
Driisenmasse ergaben so kleine Ausbeuten, daB wir spater von ihnen 
Abstand genommen haben. Der erste durch die Driisen verwisserte 
Acetonextrakt wurde mit Petrolather durchgeschiittelt, die Petrol- 
iitherphase abgetrennt und die wisserige Acetonphase verworfen. Alle 
Petrolatherausziige wurden nun vereinigt und im Vakuum zur Trockene 
verdampft. Diese Rohextrakte waren am Froschmuskel wirksam. Die 
ermidungsverz6gernde Dosis lag meistens bei etwa 40 mg. 


Versuche, die wirksame Substanz aus diesen Rohextrakten durch 


Verteilung zwischen verschiedenen Lésungsmitteln anzureichern, blieben 
erfolglos, die Substanz blieb immer in dem am leichtesten Fett lésenden 
Lésungsmittel. Adsorptionsversuche fiihrten nicht zu_ einheitlichen 
Produkten. Allerdings lie8 sich durch Adsorption aus Petrolatherlésung 
an verschiedene Adsorbenzien und Elution mit abs. Alkohol eine sehr 


schéne Anreicherung erzielen. Ich méchte aber auf diese Versuche nicht 
naher eingehen, weil ein anderes Vorgehen schlieBlich zu chemisch 
definierten Praparaten fiihrte. 

Bei Studien tiber das Verhalten des wirksamen Prinzips bei der 
Verseifung stellte sich heraus, daB dasselbe bei energischer Verseifung 
vollkommen zerstért wurde. Dagegen erwies sich die Substanz als 
resistent gegeniiber Verseifung unter milden Bedingungen. Als am 
giinstigsten erwies sich die Verseifung mit 4 bis 5°,iger methyl- oder 
athylalkoholischer KOH bei Zimmertemperatur. Nach ein- bis zwei- 
tagigem Stehen wurde die Verseifungsfliissigkeit mit Wasser verdiinnt, 
ersch6pfend mit Petrolather ausgeschiittelt, der Petrolather durch 
mehrmaliges DurchschiittelIn mit 70 °,igem Alkohol griindlich gewaschen 
und tiber entw. Na,SO, getrocknet. Darauf wurde der Petrolather 
im Vakuum abdestilliert. Es hinterblieb ein schwach gelblich gefarbtes 
Ol, das mitunter nach lingerem Stehen zum Teil kristallinisch erstarrte. 
Die minimale Dosis lag bei verschiedenen Aufarbeitungen zwischen 
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2 und lO mg. Sehr haufig konnten wir den uns zunachst ratselhafte: 
Befund erheben, da} die absolute Menge an wirksamer Substanz durc!] 
die Verseifung eine nicht unerhebliche Zunahme erfuhr. Beispiel 
30 kg Nebennieren lieferten 1930 g Rohextrakt mit einer minima 
wirksamen Dosis von 40 mg, also 48250 Einheiten, wenn wir die mini 
male wirksame Dosis als Einheit bezeichnen diirfen. Nach der Ver 
seifung bekamen wir 540g Ol minimale wirksame Dosis 6 mg, also 
90000 Einheiten. 

Die weitere Aufarbeitung dieses Oles erfolgte durch fraktionierte 
Destillation im Vakuum. Die erwahnten 540g Ol lieferten bei 1 mm 
Druck folgende Fraktionen: 

I. Vorlauf bis 120°: Fliissig, Ausbeute 14 g. 

120 bis 150°: Fliissig, nach langerem Stehen zum Teil kristalli 
nisch erstarrend, Ausbeute 390 g. 
150 ,, 160°: Fliissig, spéiter zum Teil fest. Ausbeute 85 g. 
160 ,, 170°: Fest, Ausbeute 17 g. 
. 170 ,, 180°: Fest, Ausbeute 11 g. 
VI. 280. ,, 100°: Fest, Ausbeute 2 g. 
VII. Kolbenriickstand. Dunkel gefarbt. Teilweise zersetzt, Ausbeute 21 g. 


Alle diese Fraktionen waren am Froschmuskel wirksam, jedoch quan- 
titativ sehr verschieden. Die untere Grenze der Wirksamkeit lag 
zwischen 10 und 0,l mg. Am schwachsten wirksam war der Vorlauf. 
Naher untersucht wurde die bis 150° iibergehende Fraktion, die in 
Mengen von 4mg noch oben wirksam war. Dieselbe wurde noch 
mehreremal fraktioniert und die zwischen 140 und 150° iibergehenden 
Anteile, welche die Hauptmenge ausmachten, gesammelt. Die Sub- 
stanz enthielt nur die Elemente C, H und O und war optisch inaktiv. 
Sie addierte reichliche Mengen Brom. Nachdem in Vorversuchen das 
Brombindungsvermégen festgestellt worden war, wurden 50g dieser 
Fraktion mit der zur ersch6pfenden Bromierung nétigen Menge (13 g) 
Brom versetzt, iber Nacht bei Zimmertemperatur stehengelassen, zuletzt 
noch kurz erwarmt. Die Reaktionsmasse wurde in Petrolather gelést. 
griindlich durch Durchschiitteln mit 70 °,igem Alkohol gewaschen, iiber 
K,CO, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Durch Vakuum- 
destillation lieB sie sich in zwei Fraktionen, eine niedrig siedende 
(Siedepunkt unter 160°) und eine hochsiedende zerlegen. Die niedrig 


siedende, bromfreie Fraktion war ein farbloses Ol, das nach langerem 
Stehen Kristalle abschied, die abgesaugt wurden. Nach haufigem Um- 
kristallisieren aus einer Mischung von Essigester und Methanol zeigten 
diese Kristalle den Schmelzpunkt 37°. Die Reaktion war neutral. 


5,201 mg ergaben 14,555 mg CO, und 5,970 mg H,O. 
Gefunden: C = -16,32%, H = 12,83 %. 
Berechnet fiir Cyg H,,0,: C 76,43 °,, H 12,84 °,. 





Identifizierung des ,,muskelwirksamen Nebennierenrindenhormons’. 261 

Summenformel und Eigenschaften der Substanz stimmten also 
auf Stearinséuremethylester. Am Froschmuskel erwies sich die Sub- 
stanz als mit 1 bis 2 mg gut wirksam (Abb. 2). 

Zur Erhartung der Konstitution wurde die Substanz verseift, der dabei 
abdestillierende Alkohol vorsichtig in der Kalte mit Permanganat oxydiert 
und der so entstandene Aldehyd mit Dimethon kondensiert. Das Konden- 
sationsprodukt zeigte nach Umkristallisieren den Schmelzpunkt 189°, war 
Die bei der Verseifung entstandene Saéure wurde 


also Formaldimethon. 
Der Schmelzpunkt war 70°. Die 


viermal aus Methanol umkristallisiert. 
Elementaranalyse ergab: 
4,806 mg 13,345 mg CO, und H,O. 
Getfunden: Cc H 
Berechnet fiir CygH,,0,: C 98 H 12,74 %. 


12,60 %. 


Bei der Titration in alkoholischer Lésung gegen Phenolphthalein ver- 
brauchten 14,1 mg 0,482 cem n/10 NaOH. Aquivalentgewicht gefunden 
293 gegen 284 berechnet fiir Stearinséure. 


lll, | i 


y(t! 


Abb. 2. Oben: Kontrollmuskeln. Unten: Muskeln mit 1 und 2 mg Stearinsiuremethylester. 


In gleicher Weise gelang es, aus dem fliissigen Anteil des Destillates 
Palmitinsiuremethylester zu isolieren, dessen Konstitution durch 
Analyse der dabei entstehenden Palmitinséure sichergestellt wurde. 
Diese zeigte nach mehrfachem Umkristallisieren den Schmelzpunkt 61°. 

4,758 mg ergaben 13,085 mg CO, und 5,405 mg H,O. 

Gefunden : C 75,04 °°), H 12,70 %. 
Berechnet fiir Cy, H,,0,: C 74,93%, H 12,59 %. 

Bei der Titration verbrauchten 21,9 mg 0,769 cem n LO NaOH. Aquiva- 
lentgewicht gefunden 272, berechnet fiir Palmitinséure 256. Der Palmitin- 
siureester war mit | bis 2 mg am Froschmuskel gut wirksam. 

Das hochsiedende Ol war bromhaltig. Durch wiederholte fraktio- 
nierte Vakuumdestillation wurde es weiter zerlegt. Wir erhielten eine 
bei 1 mm Druck zwischen 180 und 185° iibergehende Fliissigkeit und 
einen noch héher siedenden Anteil, aus dem sich beim Stehen gelbe 
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Kristalle abschieden, der aber bei der Destillation Zersetzunes 
erscheinungen erkennen lie}. Er wurde bis jetzt noch nicht niahe 
untersucht. Das gut destillierbare Ol ergab bei der Elementaranalyse 

4,923 mg ergaben 9,340 mg CO, und 3,580 mg H,O; 

8,310 mg ergaben 6,250 mg Ag Br. 

Gefunden: C = 61,74%, H 8,14°,, Br 32,00 °,.. 
Berechnet fiir CjyH..0, Br,: C = 49,99%, H = 7,95%, Br = 35,04, 

Cy, HO, Br,: C = 52,05%, H = 8,33%, Br = 33,01%, 

C,,H,,0,Br,: C = 53,89%, H = 8,65%, Br = 31,21°%. 
Die gefundenen Zahlen stimmen einigerma8en auf einen dibromierten 
Methylester einer Eikosensdure. Wir glauben aber eher, dah diese 
Fraktion nicht einheitlich war und da} wir ein Gemenge der dibromierten 
Methylester etwa von Olséure, Eikosenséure und Dokosensaéure in 
Handen haben. 

Durch diese Versuche haben wir eindeutig den Nachweis gefiihrt, 
daB die muskelaktive Wirkung der Nebennierenrindenextrakte auf 
Fettsaureester zuriickzufiihren ist. Da nicht etwa kleinste den Estern 
beigemengte Mengen einer hochaktiven Substanz, eines Hormons 
im strengsten Sinne des Wortes, die Muskelwirkung bedingen, geht aus 
Versuchen mit synthetischen Estern hervor, iiber die wir weiter unten 
berichten werden. Von einem muskelaktiven Hormon der Nebennieren- 
rinde kann demnach nicht die Rede sein. Die Muskelwirkung ist eine 
ganz allgemeine Eigenschaft der Fettsaureester. 

Die von uns isolierten und identifizierten Methylester kommen 
sicherlich nicht praéformiert in der Nebennierenrinde vor. Sie sind 
bei der Aufarbeitung entstandene Kunstprodukte und verdanken ihre 
Entstehung einer Umesterung bei der kalten Verseifung mit methyl- 
alkoholischer Lauge. Auf die Frage, welche Substanzen praformiert 
in der Nebennierenrinde enthalten sind, werden wir noch zuriickkommen. 

Wir haben eingangs schon erwahnt, daB sich Schmitz und Kiihnau 
zur Darstellung ihrer Rindenhormone eines ganz ahnlichen Verfahrens 

Verseifung mit Natriumathylat und = anschlieBende Vakuum- 
destillation — wie wir bedient haben und daB ihre so erhaltenen Pro- 
dukte, in erster Linie Faktor B, genau die gleiche Muskelwirkung 
zeigen. Wir sind daher der Auffassung, daB Schmitz und Kiihnau 
gleichfalls Fettséureester erhalten haben, und zwar Athylester dank 
ihrer Verseifung mit Natriumathylat. Auch die von den beiden Autoren 
mitgeteilten Siedepunkte sowie das Ergebnis ihrer Elementaranalysen 
weisen darauf hin. Im Mittel erhielt ihr Faktor B rund 77% C, 10°, H 
und 13°, O. Die berechnete elementare Zusammensetzung betragt 
z. B. fur: 
Stearinséuredthylester, — Cy HyO,:C = 76,85 %9, H = 12,91 %5, O = 10,24 %, 
Olsdiureathy lester, Coo Hyg 02: C = 77,35 %, H = 12,34 %, O = 10,31 %, 
Oxystearinsaureathylester,Cy) Hy O,: C = 73, 10%, H = 12,28 °9, O = 14,62 %5, 
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so daB ein Gemenge verschiedener gesattigter, ungesattigter Fettsaure- 


— 


und Oxyfettsaureester sehr leicht zu den von Schmitz und Kiihnau 
erhaltenen Analysenwerten fiihren kann. Das von den beiden Autoren 
naher charakterisierte Dibromid ist vielleicht mit unserem, leider nicht 
naher untersuchten, kristallisierten Bromid, das wir im obenstehenden 
erwihnt haben, identisch. Uber eine weitere Stiitze fiir unsere Auf- 
fassung, daB die von Schmitz und Kiihnau dargestellten Hormone 
Fettsaureester sind, werden wir in einer zweiten Mitteilung, die sich mit 
den Wirkungen dieser Substanzen auf den Lipoidstoffwechsel befabt. 
berichten. 
3. Versuche mit synthetischen Estern'. 

Von einer Isolierung und Identifizierung weiterer Ester aus den 
Nebennierenextrakten haben wir zunachst Abstand genommen und 
haben uns der Frage zugewendet, welche Wirkungsweise definierte 
synthetische Ester haben. Fiir diese Versuche haben wir kaufliche 
Fettséuren in bekannter Weise mit salzsdurehaltigem Methylalkohol 
verestert und das Reaktionsprodukt durch Vakuumdestillation ge- 
reinigt. In der Tabelle ] geben wir eine Zusammenstellung der von 
uns auf die Muskelwirkung hin untersuchten Methylester und das Er- 
gebnis dieser Versuche wieder. Diese Tabelle zeigt, dab die Muskel- 
wirkung eine ganz allgemeine Eigenschaft der Methylester von Fett- 
siuren ist, deren Kohlenstoffkette eine gewisse GréBe (C 12) tber- 
schreitet. Ester von Fettséuren mit gerader Kohlenstoffatomzahl 
scheinen besser wirksam zu sein als soleche mit ungerader Zahl der 
Kohlenstoffatome. Auch hatten von den untersuchten Estern die- 
jenigen der gesaéttigten Saiuren eine starkere Wirkung, als die der un- 
gesattigten. 


Tabelle I. Die Muskelwirkung der synthetischen Methylester 


einiger Fettsauren. 





Dosis yo.) L Dosis yy; 
Sdure n Wir a Sture in W — 
mg . mg : 
. : ; | un- Palmitinsaure,C,¢Hs90, 1-2 gut 
n Caprylsaure, Cy Hy, 0; : ay aes 
pry 1662 | wirksam | Margarinsiure,C,;Hg40, schwach 
‘ : un- Stearinsaure, (,.H.,0, 1—2 gut 
n Nonylsiure, Cy Hy. 03 i einai "at ad 
¢ ‘ 3 | wirksam }| Arachinsaure, Coo Hyp Oo gut 


( 
| un- Oleinsiure, ( 
| irksam] Erueasaure, Coo Hy: Oo 
{| sehr | Linolsaure, Cy. Hg. Oo 
| schwach | Ricinolsaure, ().Hy4 Os 
Myristinsaure,C,,H,,0, 2-4 — gut 


Laurinsiure, (Cj,H 40, — gut 
schwach 


schwach 


4 
4 
‘1s Hq 09 2 schwach 
, 2 
Undeeylsaure, C,,;Hg,0, 4 4 





' Auf eine Wiedergabe aller unserer diesbeziiglichen Kurven miissen wir 
leider aus Griinden der Raumersparnis verzichten. Unsere Kurven stehen 
aber Interessenten jederzeit zur Verfiigung. 
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Weiterhin untersuchten wir, ob die Alkoholkomponente der Este 
fiir die Wirksamkeit von Bedeutung ist. Wir haben daher Palmitin 
siure mit verschiedenen Alkoholen, und zwar Methyl-, Athyl-, Iso 
propyl- und Isoamylalkohol verestert. Die Auswertung am Frosch 
muskel ergab folgendes Ergebnis: Am starksten wirkte der Methyl 
ester (Dosis etwa 1 bis 2 mg); ungefahr gleich gut wirkte der Athy! 
ester bei gleicher Dosierung; der Isopropylester war mit 2 bis 4 mg 
deutlich wirksam, der [soamylester lieB nahezu jede Wirkung ver 
missen. Diese Versuche zeigen, da nicht nur die Art der Fettsaure, 
sondern auch die Art des Alkohols auf die Esterwirkung einen Einflul 
besitzt. Auch Cholesterinester haben eine, wenn auch nicht sehr aus 
gesprochene Wirksamkeit. Wir haben in dieser Beziehung den Palmitin- 
séure- und Olsaureester des Cholesterins untersucht. Als véllig wirkungs- 
los erwiesen sich Triglyceride. 

ie Muskelwirkung dieser synthetischen Ester ist vollkommen 
identisch mit der der entsprechenden aus der Nebennierenrinde dar- 
gestellten. 


4. Welche Ester sind in der Nebenniereurinde priformiert enthalten? 


Die von uns ‘aus unseren Nebennierenextrakten isolierten Methyl- 
ester miissen, wie schon erwahnt, als Kunstprodukte aufgefaBt werden. 
Es erhebt sich daher die Frage, welche Substanz oder welche Sub- 


i 
wii dilly ffi 
WH Mi HBL) 


(el LULU 


Abb. 3. Oben: Kontrollmuskeln. Unten: Muskeln mit 0,05, 0,1 und 0,2 mg Fraktion 172. 


stanzen praformiert in der Nebennierenrinde enthalten sind, die die 
Muskelwirkung bedingen. Wir haben nun unverseifte Rohextrakte 
einer Vakuumdestillation unterworfen. Unter erheblicher Zersetzung 
des Kolbeninhalts gingen schlieBlich bei einer Temperatur des Olbades 
von tiber 200° (lL mm Druck) wenige ‘lropfen eines bréunlich gefarbten, 
iibelriechenden Oles iiber, die bald kristallinisch erstarrten. Am Frosch- 
muskel war diese Substanz mit 1 mg gut wirksam. Nach der Verseifung 
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te konnte Cholesterin mittels Digitonin nachgewiesen werden. Es handelte 

in sich also offensichtlich um Cholesterinester. Ester niederer Alkohole 

sO konnten auf diese Weise, wie auch zu erwarten gewesen war, nicht 

ch nachgewiesen werden. 

yl Die im obenstehenden beschriebenen isolierten wie svnthetischen 

yl Ester sind bestenfalls mit 1 mg als Minimaldosis am Froschmuskel 

me wirksam. Wir haben aber auf andere Weise aus Nebennierenextrakten 

va Fraktionen gewonnen, die mit ganz erheblich geringerer Dosis schon 

sit wirksam waren. Als Beispiel geben wir mit unserer Fraktion 172 er- 

ub 
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ib- Abb. 4. Oben: Kontrollmuskeln. Unten: Muskeln mit 0,002 mg Fraktion NRH 23. 
haltene Ermiidungskurven wieder, die zeigen, dal diese Fraktion schon 
mit 0,05 bis 0,l mg eine deutlich ermiidungsverzégernde Wirkung 
ausiibt. Fraktion 172 erhielten wir durch fraktionierte Hochvakuum- 
destillation (0,01 mm Hg unter H,) eines in tiblicher Weise mit methyl- 
alkoholischer KOH verseiften und dann durch mehrfache Adsorption 
und Elution an verschiedene Adsorbenzien gereinigten Extraktes. 
Die Substanz war absolut cholesterinfrei. Zu einer niheren chemischen 
Untersuchung reichte die Ausbeute nicht aus. 

Zu Fraktionen, die mit noch wesentlich kleinerer Dosis wirksam 

sind, gelangt man, wenn man von jeder Verseifung Abstand nimmt. 
Als Beispiel geben wir eine mit unserem Praparat NRH 23 erhaltene 
Kurve wieder, die zeigt, dal} diese Substanz schon mit 0,002 mg sehr 
stark ermiidungsverzégernd wirkt (Abb.4). Wir hatten sie folgender- 

ie maben erhalten: 

te Nebennieren wurden mit Wasser extrahiert, der Extrakt mit Benzol 

ig durchgeschiittelt und die Benzolphase im Vakuum zur Trockne verdampft. 

es Der Riickstand wurde in Aceton warm gelést, auf 15° abgekiihlt, vom 

n. Ausgefallenen abgesaugt und die Mutterlauge im Vakuum zur Trockne 
verdampft. Diese Manipulation wurde mit verschiedenen L6sungsmitteln 

h- wiederholt und immer die Mutterlauge weiter verarbeitet. Endlich wurde 

ig an Fullererde adsorbiert und mit abs. Alkohol eluiert. 

Biochemische Zeitschrift Band 284. 18 
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Wir glauben, da aber auch diese Substanz als Ester anzuspreche: h 
ist. Denn ihre Wirkung auf den Muskel war identisch mit einer Ester ( 
wirkung: Ermiidungsverzégerung bei geeigneter Dosierung, Hemmung ] 
des Muskels bei UCberdosierung. SchlieBlich spricht auch fiir die Ester . 
natur dieser Substanz der Umstand, da man zu so wirksamen Frak ] 
tionen nur gelangt, wenn die Extrakte nicht verseift werden. Allerdings 
ist die Aufarbeitung unverseifter Extrakte auBerordentlich schwierig 
wegen der groBen Mengen Neutralfett und Phosphatide, fiir deren } 
Abtrennung uns ein sicheres Verfahren auszuarbeiten noch nicht ge- y 
lungen ist. ( 

Die Einwirkung auf die Muskulatur im Sinne einer Ermiidungs- ( 
verzogerung scheint trotzdem eine spezifische Eigenschaft der Neben- 
nierenrindenextrakte zu sein, jedenfalls solange es sich um unverseifte 
Extrakte handelt. So konnten wir mit Leberextrakt keine eindeutige i 
Muskelwirkung erzielen. Da natiirlich nach Verseifung solcher Extrakte, I 
wenn sie in analoger Weise wie die von unseren Nebennierenextrakten ] 

erfolgte, durch die dadurch als Umesterungsprodukte gebildeten Methyl- i 
ester Muskelwirkungen zu erzielen waren, ist leicht verstandlich. 

DaB nach energischer vollkommener Verseifung tiberhaupt keine y 
Muskelwirkungen mehr zu beobachten sind, haben wir schon erwahnt. ( 
Da sich aber das Unverseifbare der Nebennieren infolge des hohen 
Cholesteringehalts sehr schlecht in die fiir die biologische Auswertung 
benétigte Lésung bzw. kolloidale Lésung bringen laBt, haben wir das- 





selbe durch Digitoninfaillung vollkommen vom Cholesterin  befreit. 
Das Restunverseifbare (aus 30 kg Nebennieren etwa 5 g), dessen Hand- 
habung leichter war, erwies sich in Dosen von 1 y bis 10 mg als vollig - 
wirkungslos. Es ist ein gelbes Ol, das jetzt nach ,Jahrigem Aufenthalt 
im Vakuumexsikkator noch keine Neigung zur Kristallisation zeigt. 
Mit Essigséureanhydrid und H,SO, liefert es keine Farbung. Versuche 
iiber etwaige andere biologische Wirkungen sind im Gange. 
Zusammenfassend glauben wir sagen zu diirfen, daB uns die 
prinzipielle Aufklarung des muskelaktiven Prinzips der Nebenniere 
im Sinne des Nachweises von Fettsdureestern gelungen ist. Die Identi- | 





fizierung unserer am besten wirksamen Fraktionen habea wir allerdings 

aus dem eingangs erwahnten auBeren Grunde nicht mehr durchfiihren 

kénnen. Wir stehen aber nicht an, auch fiir diese nach allen unseren 

bisherigen Erfahrungen Esternatur anzunehmen, Ester noch _ nicht ‘ 

identifizierter Fettséuren mit noca nicht identifizierten Alkobolen. ’ 

Durch den primaren Gehalt an solchen Estern unterscheidet sich die 

Nebenniere von anderen bisher untersuchten Organen. | 
; 


5. Die Einwirkung von Fettsiureestern auf den Phosphagengehalt des Muskels. 


Noch in einer anderen Versuchsanordnung laBt es sich zeigen, 
da®B Fettsaéureester auf den Muskel in gleicher Weise einwirken wie 
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. Nebennierenrindenextrakte. Da die Nebennierenrindeninsuffizienz, wie 
I der eine von uns zeigen konnte!, immer mit einer Abnahme des Muskel- 
1 phosphagens verbunden ist, war es naheliegend, zu untersuchen, ob 
r sich durch Behandlung mit Nebennierenrindenextrakten eine Phos- 
: phagenvermehrung im Muskel erzielen laBt. Moschini? bejaht diese 
rs Frage; ihm ist es gelungen, durch Behandlung mit dem Praparate 
ys Eucorton den Phosphagengehalt von Froschmuskeln zu steigern. Wir 
nD haben unsere Extrakte auch in dieser Beziehung untersucht. Zu diesem 
.. Zwecke legten wir von den beiden frei praparierten und gewogenen 


Gastrocnemien eines Frosches den einen 30 Minuten lang in Ringerlésung, 


3. den anderen in Ringerlésung + Extrakt ein. Dann wurden beide 
\- Muskeln in bekannter Weise nach Lohmann auf Phosphagen analysiert. 
e Das Ergebnis einiger solcher Versuche mit ungereinigten Rohextrakten 
e ist in der Tabelle Il wiedergegeben. Es zeigte sich, daB die in der Extrakt- 
7 lésung aufbewahrten Gastrocnemien einen deutlich héheren Phos- 
n phagengehalt aufwiesen als die Kontrollmuskeln. Das im ruhenden, 
|. in einer sauerstoffgesittigten Ringerlésung aufbewahrten Muskel eine 

Phosphagensynthese stattfindet, ist durch die Untersuchungen von 
e Meyerhof und Nachmansohn® bekannt. Diese Autoren geben noch an, 
i daB sich die Phosphagenbildung unter diesen Bedingungen durch 
n Phosphatzusatz zur Ringerlésung noch steigern laBt. Auf die Mehr- 
g synthese von Phosphagen bei Gegenwart von Nebennierenextrakt 
- hatte ein Phosphatzusatz jedoch keinen EinfluB. 





| Tabelle Il. Die Einwirkung von Nebennierenextrakt auf den 
Phosphagengehalt des Froschmuskels. 








iy 
> 
t Muskel- mg Phos- Muskel- mg Phos- 
gewichting phagen-P gewichting phagen-P 
e { ;Ohne. . . 0,49 0,16 4 { Ohne... 0,53 0,17 
MN . 4 4 0,47 0,21 a Sree 0,54 0,20 
" 9 | Ohne... 0,54 015 5 | Ohne. . . 0,39 0,18 
a 2 0,56 0,23 IW MRS. & & 0,39 0,22 
e : > 
3 {Ohne. .. 0,68 0,17 
jie 0,68 0,19 
S 
, Genau das gleiche Ergebnis, Zunahme des Phosphagengehalts, 
A laBt sich auch durch Behandeln der Muskeln mit synthetischen Estern 
t erzielen. Als Beispiel geben wir in der Tabelle III das Ergebnis einiger 
; Versuche mit Palmitinsiuremethylester (Dosis 2 mg) wieder. Diese 
> Vermehrung des Muskelphosphagens ]a8t sich aber nur mit solchen 
Dosen Extrakt bzw. Ester erzielen, welche eine gute ermiidungs- 
verzégernde Wirkung besitzen. Bei Uberdosierung haben wir keine 
" Veraénderungen des Phosphagengehalts der Muskeln gesehen. 
: 1 Pfliigers Arch. 229, 60, 1931. 2 C. r. Soe. Biol. Paris 115, 218, 


1934. 3 Diese Zeitschr. 222, 1, 1930. 
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Tabelle III]. Die Einwirkung von 2mg Palmitinsiuremethyleste 
auf den Phosphagengehalt des Froschmuskels. 





Muskel- mg Phos- Muskel- mg Phos- 
gewichting phagen-P gewichting phagen-P 


{ Ohne... 0.43 0,21 4 { Ohne... 0,43 0,18 
2.) 0.43 0,24 a. 0,40 0,20 
9 fOhne. « . 0,53 0,25 . [ Ohne... 0,58 0,32 
-i oe .. 0,52 o28 i” Mit .. 0,57 0,37 

{ Ohne... 0,40 O18 
2 0,39 0,22 


1 


3 





6. In welcher Weise beeinflussen Ester die Muskelaktion 2 

Kine stoffliche Beteiligung der Ester im Sinne einer Energie- 
lieferung ist nach allem, was iiber die Energetik der Muskelkontraktion 
bekannt geworden ist, vollkommen ausgeschlossen. Man muB daher 
wohl annehmen, da} ihre Wirkungsweise rein physikalisch-chemische1 
Art ist, vielleicht durch Beeinflussung von Membranpermeabilitaten. 
Trotzdem interessierte uns die Frage, ob nicht bei der Muskelaktion 
Verschiebungen im Estergehalt durch Aufspaltung oder Neubildung 
auffindbar sind. Das war ganz gut denkbar, da Verseifung wie Bildung 
von Estern praktisch ohne Warmeténung verlauft. Auch hatte der 
eine von uns (l.c.) anléBlich seiner Analysen der Muskulatur neben- 
nierenloser Tiere beobachtet, daB haufig bei der Nebenniereninsuffizienz 
eine Abnahme des Cholesteringehalts der Muskeln, die ausschlieBlich 
auf Kosten des veresterten Cholesterins ging, stattgefunden hatte. 
Die angeschnittene Frage, kommt es bei der Muskelaktion zu einer 
Neubildung oder Aufspaltung von Estern, ist bei den Cholesterinestern 
am leichtesten analytisch zuganglich. Wir haben daher von den zwei 
Gastrocnemien eines Frosches den einen sofort, den anderen nach er- 
schépfender Arbeit am isotonischen Hebel auf den Gehalt an freiem 


Cholesterin analysiert. Das Ergebnis einiger solcher Analysen ist in 
der Tabelle IV zusammengestellt. Diese ‘l'abelle zeigt, dab die Menge 
des freien Cholesterins durch Arbeit bis zur Ersch6épfung praktisch 
unbeeinfluBt bleibt. Da Ester anderer Alkohole bei der Muskelaktion 
aufgespalten werden, erscheint uns nach diesem Befund unwahrscheinlich 


zu sein. 


Tabelle IV. Verhalten des freien Cholesterins beider Muskelaktion. 





Muskel- —mg-°/9 freies Muskel- mg-9/, freies 
gewichting Cholesterin gewichting Cholesterin 


| Ruhe. j 0,94 42 
“| Arbeit . . 1,04 45 


{ Ruhe. . 0,54 41 » {Rehe. . . 1,01 42 
‘| Arbeit . . 0,53 42 ° \ Arbeit . . 1,02 39 


jRuhe. . . 0,72 47 
‘| Arbeit .. 0,73 46 


{Ruhe. . . 0,88 49 


. | Arbeit . . 0,89 48 


1 
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Zusammenfassung. 

1. In der Nebennierenrinde ist ein muskelaktives Prinzip ent- 
halten, das nicht mit dem von Swingle und Pfiffner dargestellten 
lebensnotwendigen Hormon identisch ist. Dieses muskelaktive Prinzip 
laBt sich durch Aufnahme isotonischer Ermiidungskurven von Frosch- 
muskeln nachweisen. Das Charakteristikum der Wirkungsart dieses 
Prinzips ist die Ermiidungsverzégerung bei geeigneter Dosierung, wahrend 
Uberdosierung zu einer Beschleunigung der Ermiidung fiihrt. 

2. Dieses muskelaktive Prinzip konnte isoliert und prinzipiell 
als Fettséureester identifiziert werden. Die Muskelwirkung ist eine 
ganz allgemeine Eigenschaft der Ester hoherer Fettsauren. Die Wirkungs- 
weise von aus der Nebenniere isolierten und synthetischen Estern 
ist identisch. 

3. Hinsichtlich der Muskelwirkung verschiedener Ester bestehen 
nur quantitative Unterschiede. Diese werden sowohl durch die Art der 
Fettsiure als auch die Art des Alkohols bedingt. 

4. Nebennierenrindenextrakte wie synthetische Ester begiinstigen 
die Phosphagensynthese im Muskel. 


5. Die von Schmitz und Kiihnau aus der Nebenniere isolierten 
Hormone A, B und C sind als Gemenge verschiedener Ester aufzufassen. 
6. Auf Grund vorliegender Untersuchungen scheint uns der Begriff 
eines besonderen muskelaktiven Nebennierenrindenhormons itiberfliissig 


zu sein. 








Uber die chemische Natur der die 
Blutlipoide senkenden Substanzen der Nebennierenrinde. 
(II. Mitteilung iiber die Nebennierenrinde.) 
Von 
Konrad Lang und Bernhard Stuber 7. 
(Aus der Stadtischen Krankenanstalt in Kiel.) 


(Eingegangen am 1, Januar 1936.) 


Der hohe Lipoidgehalt der Nebennieren, insbesondere die groBen 
Mengen Cholesterin, die in diesem Organ enthalten sind, lieBen schon 
immer Beziehungen zu dem Lipoidstoffwechsel des Kérpers vermuten. 
Schmitz und Reiss! teilten als erste den Befund mit, da man durch 
Injektion von Nebennierenrindenextrakten den Blutcholesterinspiegel 
senken kénne. Andere Autoren bestatigten diese Angabe. Spiater 
berichteten Schmitz und Milbradt? iiber einen auf andere Weise ge- 
wonnenen Nebennierenrindenextrakt, durch dessen Injektion aufer 
der Senkung des Blutcholesterinspiegels noch eine Erhéhung der Blut- 
phosphatide zu erzielen war. In ausgedehnten Untersuchungen zeigte 
Reiss’, daB die Rindenextrakte, welche im kurzfristigen Versuch eine 
Senkung des Blutcholesterins bewirken, bei langerer Applikation eine 
Steigerung des gesamten Cholesteringehalts bedingen, also ,,cholesterin- 
fixierend** wirken. Weiterhin teilte Reiss noch mit, daB es ihm mit glei- 
cher Extraktionsmethodik gelungen sei, auch aus dem Corpus luteum 
eine Blutcholesterin senkende Substanz darzustellen. Eine spezifische 
Wirkung der Nebennieren auf das Blutcholesterin schien uns nach dieser 
letzten Angabe unwahrscheinlich zu sein. Einige Jahre spater teilten 
Schmitz und Kiihnau* die gelungene Isolierung von drei Hormonen aus 
der Nebennierenrinde mit, eines Hormons A, welches die Blutphosphatide 
steigert, eines Hormons B, welches den Blutcholesterinspiegel erniedrigt, 
und eines Hormons C, welches den Phosphatidgehalt des Blutes senkt. 
Diese drei Substanzen, vor allem aber das Hormon B, erwiesen sich 
noch auBerdem am isolierten Froschmuskel im Sinne einer Ermiidungs- 
verzogerung als wirksam. 

In unserer vorhergehenden Mitteilung iiber die chemische Identi- 
fizierung des muskelaktiven Prinzips der Nebennierenrinde haben wir 
gezeigt, daf diese Muskelwirkung eine ganz allgemeine Eigenschaft 
von Fettsdureestern ist und da von einem besonderen muskelaktiven 
,, Hormon* der Nebennierenrinde nicht die Rede sein kann. Hinsichtlich 


! Diese Zeitschr. 183, 328, 1927. * Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 68, 
393, 1929. — ® Endocrin. 7, 1, 1930. ' Diese Zeitschr. 259, 301, 1933. 
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der die Blutlipoide beeinflussenden Substanzen der Nebennierenrinde 
hatten wir die gleiche Vermutung. Uber unsere in dieser Richtung hin 
unternommenen Versuche soll im folgenden berichtet werden. Mit der 
von Schmitz und Hilgetag! aus der Nebennierenrinde isolierten schwefel- 
haltigen Substanz der Formel C3,H,,O0gN,8, die gleichfalls am 
Kaninchen blutcholesterinsenkend wirkt, haben wir uns nicht befaBt. 


1. Die Einwirkung unserer Nebennierenrindenextrakte auf das 
Blutcholesterin und die Blutphosphatide. 


Sowohl Reiss wie auch Schmitz und Avihnau haben sich zur Bestimmung 
des Blutcholesterins einer kolorimetrischen Methodik bedient. Um unsere 
Versuche mit denen dieser Autoren vergleichen zu kénnen, haben wir daher 
zunachst auf exakte Cholesterinbestimmungen verzichtet und uns der 
gleichen Methodik bedient. Die zu injizierenden Fraktionen haben wir 
gleichfalls in Oliven6! gelést, injiziert wurde stets 1 cem der Olivendllésung. 
Beziiglich der Darstellung unserer Extrakte verweisen wir auf unsere 
Mitteilung iiber das muskelaktive Prinzip der Nebennierenrinde. Als 
Versuchstiere dienten Kaninchen, die vor dem Versuch 24 Stunden gehungert 
hatten. 

Nachdem wir in Vorversuchen festgestellt hatten, daB unsere 
Rohextrakte cholesterinsenkende Eigenschaften besaBen, haben wir 
auch unsere gereinigten Extrakte in dieser Beziehung untersucht. 
Auch sie waren wirksam. In der Tabelle I geben wir als Beispiel die 
Wirkungsweise einer Fraktion wieder, die nach Verseifung bei der 
Vakuumdestillation zwischen 120 und 150° iiberging. Die Wirkung 
war sehr eindeutig, Blutcholesterin und Lipoid-P wurden stark gesenkt. 
Diese Fraktion enthielt also, was auch ihrer Darstellung nach zu er- 
warten gewesen war, die beiden Faktoren B und C von Schmitz und 
Kiihnau. 

Tabelle I. 





Kaninchen Nr. 1, 1,5 kg, Kaninchen Nr. 2, 1,7 kg, 


erhielt 20 mg Substanz erhielt 100 mg Substanz 

Cholesterin Lipoid-P Cholesterin Lipoid-P 

mg-°/9 mg-°!o mg-° 9 mg-°'5 
NOSNOPR = 226 49 7,6 51 7.4 
Nach 2Std.. ... 60 7.4 46 6,2 
Oe ea ee ae 46 6,7 il 5,5 
oO ie a 15 6,7 15 6,7 
pee il tek ache on 35 6,0 22 5.2 


Unser Vorlauf der Vakuumdestillation konnte nur den Faktor (¢ 
enthalten. DaB dies in der Tat der Fall war, zeigt die Tabelle I]. Der 
Blutcholesterinspiegel war praktisch unbeeinfluBt geblieben bei starker 
Senkung des Lipoid-P. 


1 Naturwiss. 1933, S. 626. 
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Tabelle LI. 





Kaninchen Nr. 1, 2,7 kg, Kaninchen Nr. 2, 3,2 kg, 
erhielt 20 mg Substanz erhielt 100 mg Substanz 


Cholesterin Lipoid-P Cholesterin Lipoid-P 
mg-° , mg-° 5 mg-°/9 mg-°/5 


VOMIOr 6 ks s&s x 50 7 41 6.0 
Nach 2Std.. ... 54 : 42 5.6 
54 - 37 3,2 
53 43 2.8 
43 43 41 6,4 


2. Die Einwirkung von Fettsiureestern auf das Blutcholesterin 

und die Blutphosphatide. 

Die Muskelwirkung unserer Nebennierenextrakte hatten wir auf 
ihren Gehalt an Fettsaureestern zuriickfiihren kénnen. Zur Ent- 
scheidung der Frage, ob die Beeinflussung der Blutlipoide gleichfalls 
durch diese Ester bewirkt wird, haben wir einige unserer synthetischen 
Ester in dieser Beziehung untersucht. Die Tabelle LI] gibt das Ergebnis 
dieser Versuche wieder. Die Injektion aller dieser Ester hatte bei 
Kaninchen Veranderungen des Blutlipoidspiegels zur Folge. Die Ester 
der Sauren mit wenig C-Atomen, Undecylsdéure C,,; und Laurinsaure Co, 
hatten auf das Blutcholesterin nur wenig EinfluB, senkten aber den 
Lipoid-P des Blutes erheblich. Die maximale Senkung des Lipoid-P 
betrug durch Undecylsaure 29% und durch Laurinséure 30°, des 
Ausgangswertes. Die Ester der genannten Sauren entsprachen also 
in ihrem biologischen Verhalten dem Faktor C von Schmitz und Kiihnau. 
Die Ester der kohlenstoffreicheren gesattigten Fettsauren, Palmitin- 


Tabelle III]. Der EinfluB der Injektion von je 25mg der Methy!- 
ester einiger Fettsiuren auf den Gehalt des Blutes an Chole- 
sterin und Lipoid-P beim Kaninchen. 





Undeeyl- Laurin- Palmitin- Stearin- Oiss Eruca- Linol- — Rieinol- 
S45. roe : : seers iséure Paes s an 
siiure siure siure siure siiure sdure siure 


Blutcholesterin in mg-%. 
Vorher. . . 7 85 78 
Nach 2 Std. . 115 ) 46 
ee 98 Dé 59 
a. eee 75 5 67 
ae: 64 49 

Lipoid-P in mg-°,. 

Vorher. . 
Nach 2 Std. . 

no 

Ss 


tI GH oH 
Pw & Lo 


5,0 
»,7 
5.2 
5.0 
D,1 


“Is -1 =) 


bo mS Oro 


* « 
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siure und Stearinséure, haben die phosphatidsenkende Kigenschaft fast 
ganz verloren, sie bewirken lediglich eine Cholesterinsenkung um 25 
bzw. 16°, des Ausgangswertes. Sie verhalten sich also wie der Faktor B. 
Wie wir in unserer Mitteilung tiber das muskelaktive Prinzip der Neben- 
nierenrinde schon erwahnt haben, halten wir die von Schmitz und 
Kihnau isolierten ,,Hormone* auf Grund ihrer Darstellung und ihrer 
chemischen wie biologischen Eigenschaften fiir Gemische von Fettsaure- 
estern. Diese Vermutung erfaihrt durch die im obenstehenden mit- 
geteilten Versuche eine Bestatigung. 

Weitaus die stairkste Senkung des Blutcholesterins beobachteten 
wir nach der Injektion von Olsdéuremethylester. Die Senkung betrug 
41% des Ausgangswertes. Der Lipoid-P wurde durch den Olsaureester 
fast gar nicht beeinfluBt. Der Olsdureester hatte also die Wirkungsweise 
des Faktors B. Die anderen untersuchten Ester ungesattigter Sauren 
wirkten wesentlich schwacher als der Olsdureester. 


3ei der Bedeutung des Befundes, daB man durch Injektionen von 
Fettsaureestern den Blutcholesterinspiegel beeinflussen kann, haben 
wir uns nicht nur mit den unsicheren kolorimetrischen Cholesterin- 
bestimmungen begniigt, sondern auch exakte Cholesterinanalysen 
mittels Digitoninfallung als Kontrolle durchgefiihrt. Das Ergebnis 
war prinzipiell das gleiche, die Ester bewirkten eine Senkung des Blut- 
cholesterins, so da wir von einer ausfiihrlichen Wiedergabe dieser 
Versuchsprotokolle aus Griinden der Raumersparnis Abstand nehmen 


. . 5 . ~ . . 
zu kénnen glauben. Bei starker Uberdosierung, 250 mg pro Kaninchen, 
war die cholesterinsenkende Wirkung der Ester nur noch sehr wenig 
ausgesprochen. 


Auf Grund dieser Versuche glauben wir die Annahme besonderer, 
auf den Lipoidstoffwechsel wirkender Hormone der Nebennierenrinde 
fiir tiberfliissig halten zu kénnen. 


8. Die Beeinflussung des Cholesterinstoffwechsels durch 
Ester der Olsiure. 

Wir haben uns des weiteren die Frage vorgelegt, in welcher Weise 
die Fettsdiureester den Cholesterinstoffwechsel beeinflussen, insbesondere 
wie die Senkung des Blutcholesterinspiegels zustande kommt. Da von 
allen untersuchten Estern der Olséureester in dieser Beziehung am 
starksten wirkte, haben wir unsere Untersuchungen mit diesem durch- 
gefiihrt. Eine Senkung des Blutcholesterinspiegels kann auf zwei ver- 
schiedene Arten zustande kommen: einmal durch eine Abwanderung des 
Cholesterins in die Depots, zweitens durch eine vermehrte Ausscheidung 
der Substanz. Zur Entscheidung der Frage, welche dieser Méglichkeiten 
vorliegt, haben wir die folgenden Versuche unternommen. 


18 * 
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Wir haben Kaninchen auf eine Standardkost von 500 g Runkelriiben 
pro Tag gesetzt. Nachdem die Tiere 10 Tage lang so ernahrt worden waren, 
haben wir in einer Vorperiode von weiteren 7 Tagen die tagliche Sterin- 
ausscheidung bestimmt. Dann bekamen die Tiere taglich 0,1 cem Olsaure- 
methylester i. p. injiziert (nicht in Olivenél gelést!), wobei die tagliche 
Sterinausscheidung weiter verfolgt wurde. Die Sterinbestimmungen er- 
folgten in iiblicher Weise derart, daB der Kot der Tiere zunachst durch 
zwoOlfstiindiges Kochen am Riickflu8kihler mit alkoholischer Lauge verseift 
wurde. Die Verseifungsfliissigkeit wurde nach Verdiinnen mit Wasser er- 
schépfend mit Petrolather ausgeschiittelt, der Petrolither verdampft, der 
Riickstand heiB mit 80°, Alkohol aufgenommen und mit Digitonin gefallt. 
Nach Stehen tuber Nacht wurde das ausgefallene Digitonid auf Glasfilter- 
nutschen abgesaugt, mit 80° Alkohol und Ather ausgewaschen, bei 105° 
zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. 


Tabelle IV. Die durchschnittliche tagliche Sterinausscheidung 
von Kaninchen. : 

Tier Nr. 1 und 2 erhielten pro Tag 0,1 cem Palmitinsiuremethylester, die 

Tiere Nr. 3 bis 7 0,1 cem Olsiuremethylester i. p. injiziert. Sterinaus- 
scheidung in mg. 





3.2 kg 2.8 kg 27 kg 34 ke 34 kg 


Vorher . . on 20 2 41 29 
1. Woche bart ecrebe: 25 33 61 46 
9 ‘ as 


3. erent EF et f 88 


In der Tabelle IV geben wir die durchschnittliche tagliche Sterin- 
ausscheidung von fiinf Kaninchen, die Olséuremethylester, und von 
zwei Kaninchen, die Palmitinséureester injiziert bekommen hatten, 
vor und nach der Esterinjektion wieder. Wie die Tabelle zeigt, bewirkt 
die Injektion von Olsdéuremethylester beim Kaninchen eine ganz er- 
hebliche Sterinmehrausfuhr. Eine geringe Steigerung bewirkte auch 
die Injektion des Palmitinséureesters. Zwischen der Wirkung der Ester 
bestand also lediglich ein quantitativer Unterschied. 

Die beiden Kaninchen Nr. 6 und 7 der Tabelle IV, welche 3 Wochen 
hindurch mit Olséureester behandelt worden waren, wurden nach Abschluf 
des Versuchs getétet, seziert und die Organe auf ihren Cholesteringehalt 
analysiert. Der Sektionsbefund' lautete: ,,;Wir haben mikroskopisch unter- 
sucht: Leber, Milz, Nieren, Nebennieren, Pankreas, Lunge, Muskel. Es 
fanden sich als einzige bemerkenswerte Befunde bei Kaninchen Nr. 6 
geringe, bei Kaninchen Nr. 7 starkere Infiltrate im Glissonschen Gewebe 
der Leber, bei Kaninchen Nr. 6 in der Lunge geringe und bei Kaninchen 
Nr. 7 in der Niere geringe Infiltrate. Krankhafte Verainderungen sind nicht 
festzustellen.‘‘ Das Ergebnis der Cholesterinanalysen ist in der Tabelle V 
zusammengestellt. Ganz auffallend ist der unglaublich niedere Cholesterin- 


1 Fiir die Durchfiihrung und Begutachtung der Sektionen sind wir 
Herrn Prosektor Dr. Rabl zu groBem Dank verpflichtet. 
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Tabelle V. ‘Cholesteringehalt der Organe der Kaninchen Nr. 6 
und 7 der Tabelle IV. 


Cholesterinwerte in °, der Organtrischgewichte. 





Kaninchen Kaninchen Kaninchen Kaninchen 
Organ Nr. 6 Nr. 7 Organ Nr. 6 Nr. 7 


Nebennieren 7.24 0,96 ee O18 0,07 
Nieren. .. 0,33 017 Muskel. . . 0,057 0.054 
Leber ... 0,29 0,32 TIN as cs 0,37 
Lunge ... 0,35 0,33 Blutserum . 0,017 0,098 





gehalt der Nebennieren bei Tier Nr. 7, welches iiberhaupt in fast allen 
untersuchten Organen weniger Cholesterin enthielt als Tier Nr. 6. Bemer- 
kenswert sind ferner die niederen Serumcholesterinwerte bei beiden Tieren 
mit 17 bzw. 8 mg-°o. 

In Erganzung dieser Kaninchenversuche haben wir noch das Ver- 
halten des gesamten Cholesteringehalts ganzer Mause nach Olsaure- 
methylesteriniektionen verfolgt. Wir verwandten 20 Mause der gleichen 
Zucht. 10 Mause dienten als Kontrolle zur Bestimmung des normalen 
Cholesteringehalts. Die Mause wurden 10 Tage mit Brot und Milch 
ad libitum gefiittert, 10 von ihnen bekamen auBerdem noch taglich 
0,05 cem Olsiuremethylester i. p. injiziert. Dann wurden alle Mause 
getétet, mit KOH hydrolysiert, das Cholesterin aus der Verseifungs- 
fliissigkeit mit Ather extrahiert und dann in iiblicher Weise als Digitonid 
bestimmt. Die erhaltenen Werte sind in der Tabelle VI wiedergegeben. 
Die 10 Kontrollmause wogen zusammen 180 g und enthielten insgesamt 
421 mg Cholesterin. Die 10 mit Olsdureester behandelten ‘Tiere wogen 
210 g und enthielten 404 mg Cholesterin. Die Kontrolltiere enthielten 
demnach im Mittel 234 mg-°, Cholesterin, die gespritzten 192 mg-%, 
°% weniger. 
des Ol- Tabelle VI. Der Cholesteringehalt 

von Mausen. 


also rund 17 
Die Injektion 
sdureesters hatte dem- 





nach = Chole- Kontrollmause Mit Olsdureester 
sterinverarmung des at, _behandente Mause 
Kérpers gefiihrt. Wie Gewicht “PINT” Gewicht oe 
wir eingangs schon er- g mg g mg 
wahnt haben, hatte - 96 24 96 

. ° o 0 oo v4 ob 
Reiss (l.c.) bei Mausen, 21 47 29 43 
die er mit Nebennieren- = a = = 

, ack td 21 4 2 35 
extrakten behande It 18 38 39 43 
hatte, eine Steigerung 18 42 16 39 
des Cholesteringehaits be = be . 
“i ( é oO 
beobachtet. Wir glau- 18 53 93 41 
ben aber, daB sich die 19 52 21 37 


Versuche von Reiss mit Summe: 180 421 210 404 
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den unseren nicht ohne weiteres vergleichen lassen, da Reiss mit kaum 
gereinigten Organextrakten, wir aber mit einer definierten Substanz 
gearbeitet haben. 

Die Senkung des Blutcholesterinspiegels durch Injektion von OlI- 
sauremethylester ist also, wie wir an Kaninchen und Mausen zeigen 
konnten, durch eine Cholesterinverarmung des Kérpers bedingt. Wir 
méchten aber noch darauf hinweisen, daB dieses Ergebnis nicht ohne 
weiteres verallgemeinert werden darf, da ja bekanntlich hinsichtlich 
des Cholesterinstoffwechsels zwischen den verschiedenen Tierarten 
die allergr6Bten Unterschiede bestehen. Wir verweisen diesbeziiglich 
auf die Untersuchungen von Schénheimer und seiner Mitarbeiter. 


4. Die Beeinflussung des Blutcholesterinspiegels durch 
Olsiureester beim Menschen. 


Die Herabsetzung des Blutcholesterins durch Nebennierenrinden- 
extrakte im Tierversuch hat begreiflicherweise auch den AnlaB zu 
Untersucaungen gegeben, ob man nicht auch beim Menschen durch 
diese Praparate den Blutcholesterinspiegel beeinflussen kann, was 
von therapeutischer Bedeutung sein kénnte. Schmitz und Kiihnau 
geben an, da es mit ihrem Faktor B gelinge, der Hypercholesterinamie 
des Menschen mit verhailtnismaBig kleinen Dosen Herr zu werden. Da, 


wie wir gezeigt haben, der Olsiuremethylester die typische Wirkung 
dieses Faktors 6 besitzt, haben wir untersucht, wie der Blutcholesterin- 
spiegel des Menschen auf die Zufuhr dieses Esters reagiert. 


Da der Blutcholesterinspiegel des Menschen keine so starr fixierte 
GréBe ist wie etwa der Mineralgehalt des Blutes, miissen bei derartigen 
Untersuchungen zur Erzielung auswertbarer Ergebnisse zwei Faktoren 
beachtet werden: Erstens darf nur Niichternblut untersucht werden und 
zweitens muB die Cholesterinzufuhr konstant gehalten werden. Letzteres 
ist bei freier Kostwahl oder auch bei der taglich in ihrer Art und Zusammen- 
setzung sich andernden Anstaltskost schwierig, wenn nicht unmédglich. 
Wir haben daher fiir diese Versuche nur solche Patienten herangezogen, die 
aus therapeutischen Griinden (Magen- oder Duodenalulcus) lingere Zeit 
mit der Sonde ernaéhrt wurden. Die Sondennahrung ist immer gleich zu- 
sammengesetzt, der Patient bekommt immer die gleiche Menge Sonden- 
nahrung, so daB die Zufuhr aller Nahrstoffe durch einen laingeren Zeitraum 
hindurch konstant ist. Alle 2 Tage durchgefiihrte Kontrollanalysen der 
Sondennahrung ergaben, da’ ihr Cholesteringehalt nur innerhalb der engen 
Grenzen von 88 bis 96 mg-°% schwankte. Die Patienten erhielten taglich 
1 ecem Olsiéiuremethylester intramuskular injiziert. Die bei zwei derartigen 
Patienten erhaltenen Serumcholesterinwerte sind in der Tabelle VII zu- 
sammengestellt. Bei dem Patienten K., der von vornherein einen erhéhten 
Serumcholesterinspiegel aufwies, fiel im Verlauf der Behandlung mit O1- 
sdéuremethylester das Serumcholesterin auf die Halfte ab, bei Patient B., 
dessen Serumcholesterinspiegel von vornherein normal war, war irgendeine 
Beeinflussung des Gesamtcholesteringehalts des Serums nicht zu _beob- 





 eied 
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fabelle VII. Der Einflu8 von Olsauremethylester auf den Serum- 
cholesterinspiegel beim Menschen. 





Patient K. Patient B. 


Freies Gesamt- Freies Gesamt- 
Datum Cholesterin cholesterin Datum Cholesterin cholesterin 
wg-9/> mg-°/9 mg-°! mg-9/, 


27. VI. 109 214 12. VIL. 105 128 
29. V1. 88 181 13. VII. 73 118 
1. VIL. 82 235 15. VI. 54 122 
3. VIL. 69 119 16. VIL. 62 129 
4. VIL- 62 109 18. VII. 50 129 
6. VIL. 60 122 23. VIL. 53 118 
26. VII. 52 130 

Erhalt ab 28. VI. taglich 1 cem Erhalt ab 13. VIL. taglich 1 cem 

Olsiuremethylester i.m. Olsiuremetbylester i. m. 


achten. Bei allen beiden Patienten nahm aber die Menge des freien Chole- 
sterins erheblich ab. Ich teile diese Befunde lediglich mit, ohne zu ihnen 
Stellung zu nehmen, was erst bei Vorliegen eines groBen Zahlenmaterials 
méglich ist. Die verfriihte Mitteilung erfolgt nur aus dem Grunde, weil 
unsere Arbeitsgemeinschaft durch den Tod von Prof. Stuber unterbrochen 
wurde. 

Weiterhin haben wir noch den Einflu8 sehr hoher Esterdosen auf die 
Blutlipoide untersucht. Wir fanden einen Patienten, der (bei der iiblichen 
Anstaltskost) taglich 50 ceem Olséureathylester mit GenuB trank. Die bei 
ihm erhobenen Serumbefunde geben wir in der Tabelle VIII wieder. Die 
Veranderungen des Gesamtcholesterins waren nur unbedeutend, auffallend 
ist wieder die Abnahme des freien Cholesterins. 


Tabelle VIII. Serumfett und Serumcholesterin bei einem Pa- 
tienten, der ab 28. Juni taglich 50cem Olsdureadthylester per os 
erhalt. 





Gesamtfett Freies Cholesterin Gesamtcholesterin 
Datum Jodzahl 


Ol6 mg-9/9 mg-9/o 


52 104 116 
65 74 146 
83 64 136 
78 82 123 
65 61 91 


Zusammenfassung. 
Es wird bestatigt, daB Nebennierenrindenextrakte, die mit lipoid- 


lésenden Lésungsmitteln dargestellt sind, beim Kaninchen senkend 
auf Blutcholesterin und Blutphosphatide einwirken 


2. Die Injektion von Fettséureestern hat die gleiche Wirkung 
wie die Injektion von Nebennierenrindenextrakten. Bei Estern von 
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Fettséuren mit wenig C-Atomen tiberwiegt die phosphatidsenkende 
Eigenschaft, sie verhalten sich wie das Hormon C von Schmitz uni! 
Kihnau. Bei Estern gesattigter Fettsauren mit gréBerer C-Atomzah 
desgleichen bei Estern der Olsdure, iiberwiegt die cholesterinsenken«d 
Kigenschaft. Sie verhalten sich wie der Faktor B von Schmitz und 
Kiihnau. 


3. Die Injektion von Olsdureestern bewirkt bei Kaninchen wn 
Mausen eine Vermehrung der Sterinausscheidung. Die Senkung de- 
Blutcholesterinspiegels ist durch eine Cholesterinverarmung des Koérpers 


bedingt. 

4. Es werden Versuche zur Beeinflussung des Blutcholesterinspiege|s 
beim Menschen mitgeteilt. 

5. Die Annahme besonderer auf den Lipoidstoffwechsel einwirkender 
Hormone der Nebennierenrinde ist nach den vorgelegten Unter- 
suchungen iiberfliissig. Die von Schmitz und Kihnau isolierten Hor- 
mone werden ihrer Darstellung und ihren Eigenschaften nach als 
Fettséureester aufgefaBt. 
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Uber die Wirkung des B,-Vitamins auf den 
Kohlenhydratstoffwechsel '. 
Von 
S. Lajos. 
(Mitteilung aus der medizinisch-diagnostischen Klinik der kgl. ung. Franz- 
Josef-Universitaét in Szeged.) 


(Esngegangen am 1. Januar 1936.) 


Collip, Funk und Corbitt wiesen schon 1923 darauf hin, dab Hefe- 
autolysate blutzuckersenkend wirken. Gottschalk konnte in vitro nach- 
weisen, daB Hefeautolysat im Leberbrei ahnlich wie Insulin die Acet- 
aldehydbildung vermehrt. Von diesem Gesichtspunkte aus sind Ver- 
suche mit Hefe und Reiskleie bedeutungsvoll, denen nach zahlreichen 
Angaben insulinéhnliche Wirkung zukommt. Diese Ergebnisse fiihrten 
einige Autoren dazu, Hefepraparate als Substitutionsmittel des Insulins 
bei Zuckerkrankheit zu verwenden. ‘lrotz zahlreicher Angaben iiber 
die Wirkung der B-Vitamine auf den Kohlenhydratstoffwechsel stehen 
uns einerseits nur die bei Vitamin-B-Mangelkrankheiten, andererseits 
die meistens mit Hefepraparaten und Hefeautolysaten durchgefiihrten 
Untersuchungen zur Verfiigung. Die erzielten Ergebnisse beziehen sich 
aber nur auf die Gesamtheit der B-Faktoren und diirfen deshalb nicht 
als endgiltige angenommen werden. Wir haben daher Untersuchungen 
ausgefiihrt, um festzustellen, welche Wirkung der von Begleitvitaminen 
befreite B,-Faktor auf den Kohlenhydratstoffwechsel, speziell auf den 
Glykogengehalt der Leber und der Muskulatur sowie auf den Blut- 
zuckerspiegel ausiibt. 

Methodik. 

Wir fiihrten unsere Untersuchungen an weiBen, mannlichen Ratten von 
120 bis 240 g Kérpergewicht aus. Die Tiere wurden in fiinf Hauptgrappen 
eingeteilt. Im der ersten Gruppe wurden das Leber- und Muskelglykogen 
sowie auch der Blutzuckergehalt an sechs normalen Ratten bestimmt. Bei 
einer anderen Gruppe wurden dieselben Bestimmungen nach viertagigem 
Hungern durchgefiihrt. Die folgende Gruppe erhielt nach einer viertagigen 
Hungerperiode nur Traubenzucker, die vierte Gruppe Traubenzucker und 
Insulin und die letzte Gruppe Traubenzucker und isoliertes B,-Vitamin 
intraperitoneal unter gleichen Bedingungen. Dann wurde die gleiche Anzahl 
Tiere aus jeder Gruppe 20, 40, 60, 80, 100, 120, 180 und 240 Minuten nach 
der Injektion getétet und das Leber- und Muskelglykogen (nach P/ltger), 
sowie auch der Blutzucker (nach Hagedorn-Jensen) rasch bestimmt. Das 
zur Bestimmung des Glykogens notwendige Stiickchen Muskulatur wurde 
dem Hinterschenkel entnommen. 

Das zu den Versuchen verwendete B,-Vitamin entsprach dem, 
nach dem Beschlu8 der internationalen Vitaminkonferenz (London 
1931) aus Reiskleie dargestellten Standardpraparat, von dem 10 mg 
1 internat. Einheit entsprechen. 

! Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Széchényi-Gesellschaft 
zur Férderung der Wissenschaften ausgefiihrt. 
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Versuche. 
I. Normale Kontrolltiere. 


An fiinf normal ernahrten Ratten wurden der Blutzucker sowie das 
Leber- und Muskelglykogen bestimmt. 


Tabelle LI. 





Gewicht Leberglykogen Muskelglykogen Blutzucker 
x 0 0 0 0 mg-° 


210 2.85 0,64 154 
200 3,40 0,59 182 
200 1,75 0,45 175 
210 3,26 0,48 144 
190 4,13 0,42 165 


Mittelwerte: 3,08 0,51 164 


Il. Hungertiere. 


An je fiinf Ratten wurde nach ein-, zwei-, drei- und viertagigem Hungern 
Gehalt an Leber- und Muskelglykogen sowie der Blutzucker bestimmt. 


Tabelle II. 





Gewicht Leberglykogen | Muskelglykogen Blutzucker a 
£g %9 %9 mg-°/o 
200 1,59 0,46 87 Nach 1tigigem 
200 1.72 O51 108 Hungern 
180 2,16 0,37 97 
175 1,88 0,42 116 
10 | 180 0,98 0,38 121 
Mittelwerte: 1,66 0,43 105 
11 260 0.40 0,46 84 Nach 2tigigem 
12-280 0538 | 0,38 105 Hungern 
13 215 0,44 0,47 91 
14 235 0,38 0,44 101 
15 235 0,31 0,36 sta 
Mittelwerte: 0,41 0,42 94 


16 250 0,26 0.40 7 Nach 3tagigem 


17 930 0,43 0,28 Hungern 


18 205 0,22 0,32 
19 200 0,36 0,34 
20 155 0,24 0,30 
Mittelwerte: 0,34 0,33 
21 260 0,26 0,30 Nach 4tigigem 
22 230 0.24 0.34 Hungern 
23 210 0,18 0,41 
24 175 0,36 0,34 
25 180 0,14 0,24 


Mittelwerte: 0,23 0,32 
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Tabelle III. 





Gewicht Leberglykogen Muskelglykogen Blatzucker 


Bemerkungen 
8 %o 9! mg-9/9 


215 0,30 0,38 182 20 Min. nach der 
150 0,42 0,29 179 Injektion 

150 0,55 0,32 195 

150 0,22 0,26 155 

170 0,14 0,26 200 

160 0,32 0,42 210 

180 0,64 0.30 999 

195 0,18 0,32 186 


Mittelwerte: 0,34 0,32 191 


i 210 0,53 0,24 40 Min. nach der 
35 150 0,96 0,38 Injektion 

36 170 0,69 0,42 

37 160 0,58 0,42 

38 240 0,73 0,40 

39 200 0,49 0,30 

40 170 0,36 0:34 

41 165 0,64 0,28 


Mittelwerte: 0,62 0,34 


42 200 0.58 0,28 60 Min. nach der 
900 0.92 0.34 Injektion 
199 0,74 0,30 
200 0,62 0,44 
180 0,65 0,48 
180 0,87 0,44 
190 0,93 0,23 
180 0,89 0,25 


Mittelwerte: 0,77 0,34 


50) 220 1,68 0,28 80 Min. nach der 
51 190 0,91 0.52 5s Injektion 
52 210 0,86 0,34 

190 0,57 0,38 

20 1,22 0.36 

180 0,86 0.34 

200 1,20 0.28 

195 0,76 0,34 


Mittelwerte: 1,09 0,35 


140 0,80 100 Min. nach der 
170 1,09 Injektion 

150 0.85 

229 1,00 

129 0,74 

180 0.95 

170 1,13 

160 0,79 


Mittelwerte: 0,92 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Gewicht Leberglykogen Muskelglykogen Blutzucker Bemerkungen 
g 0/9 %F9 mg-°/o 

130 0.98 0,31 905 120 Min. nach der 
990 0.64 0,23 230 Injektion 

200 0,50 0,39 210 

190 1,70 0,74 248 

200 0,90 0,25 260 

200 1,28 0,61 158 

190 0,75 0,34 228 

190 1,34 0,61 165 


Mittelwerte: 1,01 | 0,43 213 


200 1,43 0,27 168 180 Min. nach der 
75 220 1,10 0,28 171 Injektion 
76 175 0,82 0,27 163 
77 200 0,95 0,54 156 
78 220 0,87 0,33 178 
79 210 1,24 0,38 136 
80 200 0,46 0,28 154 
81 215 1,18 0,24 196 


Mittelwerte: | 1,00 0,32 165 


82 220 ’ 0,27 156 240 Min. nach der 
83 170 i 0,31 141 Injektion 
84 150 0,27 180 
85 150 Ri 0,25 138 
86 175 65 0,32 151 
180 0,44 174 
175 ; 0,46 136 
200 1,16 0,38 129 


Mittelwerte: 1,04 | 0,34 151 


Aus den Ergebnissen der Tab. IT erhellt, daB der Glykogengehalt nach 
viertagigem Hungern in der Leber stark absinkt (von 3,08 % auf 0,23%). 
Die Abnahme des Muskelglykogens ist nicht so deutlich (von 0,51 °% auf 
0,32 %). Der Blutzuckergehalt fallt von 164 mg-% auf 75 mg-%. 


III. Mit Glucose behandelte Tiere. 


In dieser Gruppe wurde je acht, insgesamt 64 Ratten, nach viertagigem 
Hungern 0,3 g Traubenzucker (in 5ccm physiol. NaCl-Léosung aufgelést) 
pro 100g Kérpergewicht intraperitoneal zugefiihrt. Dann wurden je acht 
Tiere 20, 40, 60, 80, 100, 120, 180 und 240 Minuten nach der Injektion 
getétet und das Leber- und Muskelglykogen sowie der Blutzucker bestimmt. 

Wie die Tab. III zeigt, erhéht sich bei Hungertieren der Glykogen- 
gehalt in der Leber nach intraperitonealer Injektion von Lrauben- 
zucker schon nach 20 Minuten und bleibt innerhalb 80 Minuten fast 
auf derselben Héhe. Das Maximum wird in der 240. Minute erreicht 
(1,04 %), doch bleibt der Gehalt unter dem der normalen Tiere (3,08 °,). 
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TabellelV. 
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Gewicht 
g 


140 
180 
160 
150 
200 
170 
180 
160 


Mittelwerte: 


140 
130 
130 
130 
120 
150 
140 
130 


Mittelwerte: 


106 120 
107 130 
108 | =180 
109 160 
110 180 
111 140 
112 150 
113 150 


Mittelwerte: 


114 115 
115 120 
116 175 
117 140 
118 140 
119 130 
120 150 
121 140 


Mittelwerte: 


122 110 
123 160 
124 175 
125 115 
126 145 
127 130 
128 140 
129 150 


Mittelwerte: 


Leberglykogen 


0 
0 


0,69 
0,90 
0,64 
1,20 
0,34 
1,38 
1,90 
0,78 


0,98 


1,06 
0,88 
1,40 
2,48 
1,45 
1,78 
2,94 
2,36 


ia 


2,28 


Muskelglykogen 
0}, 


0,22 
0,33 
0,39 
0,27 
0,26 
0,23 
0,29 
0,31 


0,29 


0,2 

0,42 
0,36 
0,27 
0,32 
0,29 
0,31 


1,96 


1,81 


1,27 
1,36 
1,98 
2,24 
1,96 
1,24 
3,11 
2,06 


1,90 


0,94 
0,84 
0,96 
1,16 
1,75 
1,54 
1,85 
2,36 


1,48 


Blutzucker 
mg-9/5 


138 
195 
178 
163 
175 
218 
228 
195 


199 


103 
132 
115 
99 
85 
113 


Bemerkungen 


20 Min. nach der 
Injektion 


40 Min. nach der 
Injektion 


60 Min. nach der 
Injektion 


80 Min. nach der 
Injektion 


100 Min, nach der 
Injektion 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





Gewicht Leberglykogen Muskelglykogen Blutzucker 


Bemerkungen 
4 9 %%y mg-°/o 


130 140 1,34 0,47 146 120 Min. nach der 
131 120 1,76 0,51 181 kagention 
132 120 0,96 0,36 113 
133 120 1,88 0,38 128 
134 135 1,24 0,34 166 
135 120 1,11 0,42 138 
136 120 0,76 0,32 ! 106 
137 120 1,94 0,43 163 
Mittelwerte: 1,37 0,40 143 


138 200 0,98 0,34 93 180 Min. nach der 
139 190 0,76 0,46 105 Injektion 

140 150 0,81 0,42 105 

141 200 0,74 0,36 111 

142 200 1,38 0,51 96 

143 170 0,91 0,44 102 

144 165 1,14 0,48 136 

145 150 1,00 0,34 121 


Mittelwerte: 0.96 0,42 108 


146 200 0,65 0,31 141 240 Min. nach der 
147 160 1,22 0,35 103 Injektion 

148 150 0,72 0,50 131 
149 160 0,39 0,38 93 
150 150 1,39 0,43 154 
151 145 0,60 0,38 103 
152 170 1,22 0,46 111 
153 160 0,53 0,40 98 


Mittelwerte: | 0,84 | 0,39 117 


Der Muskelglykogenwert erhéht sich kaum (0,43 °,) und erreicht eben- 
falls nicht den Wert der Kontrolltiere (0,51°%). 


Die Blutzuckerkurve steigt unmittelbar nach der Injektion stark 
an und erreicht in der 100. Minute den Héhepunkt von 240 mg-%. 
Von da an beginnt der Blutzuckergehalt zu sinken, erreicht in der 
180. Minute den Wert normaler Tiere und sinkt sogar in der 240. Minute 
ein wenig unter den der Kontrolltiere (151 mg-%). 


IV. Mit Glucose und Insulin behandelte Tiere. 


Je acht, insgesamt 64 Ratten, wurde nach viertigigem Hungern 0,3 g 
Traubenzucker (in 5 cem physiol. NaCl-Lésung aufgelést) pro 100 g Kérper- 
gewicht und 0,5 Einheiten Insulin ,, Richter“ intraperitoneal zugefiihrt, dann 
wurden die Tiere 20, 40, 60, 80, 100, 120 und 180 und 240 Minuten nach der 
Injektion getétet und die oben beschriebenen Untersuchungen durchgefiihrt. 


Wir sehen aus Tabelle IV, daB das Leberglykogen bei Hunger- 
tieren nach Zufuhr von Traubenzucker und Insulin rasch zunimmt, 
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nach 80 Minuten das Maximum von 1,90°% erreicht, sich dann ver- 
mindert und nach 240 Minuten den Wert von 0,84% aufweist. Addiert 
man die Durchschnittswerte und rechnet deren Mittelwerte aus, so kann 
man im Gegensatz zu den bloB mit Glucose behandelten Tieren bei den 
mit Traubenzucker und Insulin behandelten Ratten eine Vermehrung 
des Leberglykogens um 65,4°%, feststellen. 

Mit dem Leberglykogen parallel nahm auch das Muskelglykogen 
zu. Das Maximum betragt in der 80. Minute 0,49%. Das Muskel- 
glykogen nahm im Gegensatz zu den Glucosetieren um etwa 14,2 % zu. 

Der Blutzuckerspiegel verhielt sich sehr charakteristisch, da er 
nach einer voriibergehenden leichten Erhéhung sofort stark absank 
(Minimalwert 108 mg-°%,) und bis zum SchluB8 beinahe auf dieser Héhe 
blieb. 

V. Mit Glucose und B,-Vitamin behandelte Tiere. 

Je acht, insgesamt 64 Ratten, die 4 Tage lang gehungert hatten, 
wurde in acht Gruppen je 0,3 g Glucose pro 100 g Kérpergewicht und 50 mg 
(5 internat. Einheiten) B,-Vitamin intraperitoneal zugefiihrt. Die abgewogene 
Vitaminmenge wurde in 5 ccm physiol. NaCl-Lésung aufgelést, 24 Stunden 
lang stehengelassen. Nach Filtrieren und Zugabe von bestimmter Menge 
Traubenzucker injizierten wir die Vitamin-Zuckermischung in die Bauch- 
hohle. Alsdann wurden die Tiere 20, 40, 60, 80, 120, 180 und 240 Minuten 
nach der Injektion getétet und in Leber und Muskel das Glykogen sowie der 
Blutzucker bestimmt. 

Die Versuche (Tabelle V) zeigen, daB die intraperitoneale Applikation 
von Glucose und B,-Vitamin bei normalen Hungertieren eine sukzessive 
Erhéhung des Leberglykogens verursacht. Das Maximum wird in der 
240. Minute erreicht (2,02%). Im Vergleich mit den reinen Glucosetieren 
haben wir mit 48,8°, hdéhere und gegeniiber den Insulintieren mit 
rund 10% niedrigere Glykogenwerte gefunden. Aus den Ergebnissen 
ergibt sich auch, daB in der Glykogenesis zwischen Insulin- und B,- 
Vitamintieren ein groBer Unterschied besteht, da sie bei Insulintieren 
sehr rasch abléuft, wahrend dieselke nach B,-Vitaminbehandlung nur 
langsam erfolgt. 

Ein fast analoges Verhalten zeigt das Muskelglykogen. Die Er- 
héhung des Glykogens erfolgt hier ebenso langsam, wie in der Leber. 
Der Héhepunkt wird in der 180. Minute erreicht (0,52%). Die Zu- 
nahme entspricht im Vergleich zu den Glucosetieren 20°, zu den In- 
sulintieren nur 50°%%,. 

Der Blutzuckerspiegel senkt sich nach einer anfanglichen Erhéhung 
allmahlich und bestandig und zeigt in der 240. Minute beinahe denselben 
Wert (157 mg-%) wie bei Glucosetieren (154 mg-°%). Aus Tabelle V 
geht hervor, daB sich der Blutzuckergehalt nach Traubenzuckerzufuhr 
sehr rasch vergréBert und erst nach der 100. Minute abnimmt, wahrend 
der Blutzuckergehalt nach B,-Vitaminbehandlung eine bestandige 
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Tabelle V. 





Gewicht Leberglykogen | Muskelglykogen Blutzucker 


: Bemerkungen 
g Fo Fo mg-°/o 


Nr. 


154 130 0.56 0,33 203 20 Min. nach der 
155 150 0,22 0,21 153 Injektion 

156 130 0,48 0,28 153 

157 150 0,33 0,35 163 

158 150 0,81 0,36 225 

159 140 0.55 0,38 274 

160 140 0,16 0,33 238 

161 | 150 0,43 0,29 148 


Mittelwerte: 0,44 0,32 201 


162 150 0.85 0,35 185 40 Min. nach der 
163 160 0,63 0,26 220) Injektion 

164 160 0,99 0,47 
165 150 0,68 0,42 
166 140 1,08 0,33 
167 160 1,10 0,39 
168 150 0,63 0,27 
169 180 0,47 0,36 





Mittelwerte: 0,80 | 0,35 


170 160 0,83 0,34 60 Min. nach der 
171 || 145 0,50 0,29 Injektion 
172 | 150 0,76 0,38 

173 || 160 0.54 0.32 

174 || 140 0,70 0,31 

175 || 155 1,16 0,37 

176 || 180 0,48 0,36 

177 145 0,96 0,42 


Mittelwerte: 0,74 0,35 


178 200 0,94 0.49 ‘ 80 Min. nach det 
179 150 0.50 0,31 995 Injektion 

180 . 200 1,15 0,66 

181 180 0,96 0,30 

182 180 0,61 0,37 

183 170 0,74 0,34 

184 165 1,34 0,42 

185 170 | 146 | (0,48 


Mittelwerte: 0,96 0,42 


186 130 0.77 0,52 | 100 Min. nach der 
187 120 1,09 0,41 Injektion 

188 120 0,84 0,51 

189 ... 200 0,98 0,45 

190 190 1,28 0,48 

191 160 2,33 0,46 

192 160 1,74 0,50 

193 150 1,35 0,36 


Mittelwerte: | 1,29 | 0,46 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





Gewic uebe ; sn  Muskelglykoge Luc 
tewicht Leberglykoge fuskelglykogen Blutzucker Bemerkungen 
& %lo %lo mg-°/o 


200 3,01 0,53 174 120 Min. nach der 
210 2.43 0.42 176 Injektion 
190 1,53 0,70 140 
180 1,29 0,44 186 
160 1,46 0.48 194 
140 1,74 0,42 206 
155 2,12 0,47 226 
170 0,68 0,43 148 
Mittelwerte: 1,78 0,48 181 
200 1,89 0,48 165 180 Min. nach der 
200 1,38 0,57 175 Injoktion 
150 2,79 0,56 187 
160 2,42 0.46 166 
160 2,34 0,49 182 
207 175 1,52 0,53 136 
208 200 1,76 0,46 146 
209 180 1,88 0,62 156 
Mittelwerte: 1,99 0,52 164 
210 150 1,67 0,46 180 240 Min. nach der 
211 180 2,46 0,55 160 njenten 
212 200 0,61 0,44 148 
213 209 319 0,59 124 
214 150 1,48 0,42 128 
215 140 2,97 0,48 162 
216 160 1,86 0,63 176 
217 160 1,94 0,48 164 


Mittelwerte: 2,02 0,50 155 


und anhaltend absteigende Tendenz aufweist. Das bedeutet, dab 
B,-Vitamin eine ausgesprochen blutzuckersenkende Wirkung ausiibt, 
die aber durchaus nicht so stark ist wie die des Insulins. 

Unsere Untersuchungen unterstiitzen jene von Bickel und Nig- 
mann, Collazo, Liss, Pi-Suner Bayo, Kaufmann usw., die an hungernden 
Kaninchen mit Hefeautolysaten und verschiedenen Hefepraparaten 
durchgefiihrt wurden. Die genannten Verfasser konnten eine maBige Ver- 
mehrung des Leber- und Muskelglykogens nachweisen, sowie eine gut 
ausgepragte Senkung des Blutzuckers. 

Die blutzuckersenkende Wirkung von Hefe, Kleie, B,- Vitamin usw. 
wirft die Frage auf, ob diese Wirkung spezifisch ist oder ob jene Stoffe 
insulinahnliche Substanzen enthalten. Kinigen Forschern (Collip, Funk 
und Corbitt, Gottschalk) ist es gelungen, aus Hefe, Weizen, Reis und aus 
einigen Pflanzen sogenannte Glucokinine herzustellen, deren Wirkung 
dem Insulin sehr ahnlich sein soll. Nach Glaser und Halpern konnen 
Hefeautolysate eine aktivierende Wirkung auf das Pankreasinkret 
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ausiiben. Danach ware es leicht, anzunehmen, da im Laufe der Ver 
dauung die aus der Hefe oder Kleie stammenden insulinaéhnlichen v 
Stoffe, die Glucokinine, im Magen-Darmkanal auf die Insulinproduktion 
aktivierend wirken. Unsere Untersuchungen gestatten nicht, dariiber 
ein bestimmtes Urteil zu auBern, wir wollen uns darauf beschranken, 
die Tatsache festzustellen, wobei wir die Frage nach dem Wirkungs 
mechanismus offenlassen. Die Tatsache, da in unseren Versuchen (A 
bei Hungertieren nach Zufuhr von B,-Vitamin und Traubenzucke1 
die initiale Hyperglykaémie sich nicht weiter steigert, wie es bei den 
Glucosetieren geschah, sondern im Gegenteil abnimmt, laBt auf die 
insulinaéhnliche Wirkung des B,-Faktors der Vitamin-B-Gruppe schlieBen. 





kolle 
SchluBfolgerung. grup 
1. Nach intraperitonealer Einfithrung von Glucose und B,- Vitamin 
konnte bei hungernden Ratten eine bedeutende Zunahme an Leber- saur 
und Muskelglykogen festgestellt werden. Mitt 
2. Diese Vermehrung des Leber- und Muskelglykogens entspricht fern 
ungefahr der des Insulins. 
3. Die glykonisierende Wirkung des B,-Vitamins lauft langsamer Met! 
ab als die des Insulins. keit 
4, B,-Vitaminzufuhr setzt den Blutzuckerspiegel bei Ratten herab. stofi 
5. Die Abnahme des Blutzuckers ist nicht so ausgepragt wie nach char 
Insulinbehandlung. 
6. Aus den Ergebnissen kann eine insulinéhnliche Wirkung des im ¢ 
B,-Vitamins angenommen werden. ione 
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Verbesserte Methode zur Gewinnung des Zwischenferments 
aus Hefe. 
Von 
Erwin Negelein und Waltraut Geriseher. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 3. Januar 1956.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Zwischenferment ist kein selbstandiges Ferment, sondern es ist der 
kolloide Teil! des wasserstoffiibertragenden Ferments, dessen Wirkungs- 
gruppe das wasserstoffiibertragende Co-Ferment ? ist. 

Das Zwischenferment der Hefe ist bisher durch Fallung mit Kohlen- 
séure aus Lebedew-Saft gewonnen worden’. Wir beschreiben in dieser 
Mitteilung ein Verfahren, mit dem man ein 50mal reineres Zwischen- 
fermentpraparat aus Lebedew-Saft gewinnen kann. 

Das Zwischenferment ist ein EiweiBkérper. Mi8t man mit der 
Methode von H. Theorell4 die Geschwindigkeit u, mit der die Wirksam- 
keit des Ferments im elektrischen Einheitsfeld bei verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen wandert, so erhalt man die fiir EiweiBkorper 
charakteristische u-Kurve. px des isoelektrischen Punkts® ist 4,82. 

Unser reinstes Zwischenferment enthielt 13,5°, Stickstoff. Es war 
im allgemeinen leicht léslich in Wasser, fiel aber bei der Wasserstoff- 
ionenkonzentration des isoelektrischen Punktes fast vollstandig aus. 
Verunreinigungen, auch Salze, verhinderten diese Fallung. Durch 
Ammoniumsulfat, bei 0,7facher Sattigung, wurde das Zwischenferment 
auch aus unreiner Lésung gefallt. 

Gereinigtes Zwischenferment ist eine labile Substanz. LaBt man 
eine verdiinnte wasserige Lisung bei 0° langer als einen Tag stehen, so 
tritt merkliche Inaktivierung ein. Besser haltbar sind Lésungen des 
nicht gereinigten Zwischenferments. Wir glauben, daB besonders der 
Gummi der Hefe eine schiitzende Wirkung ausiibt. Am besten bleibt die 
Wirksamkeit des Ferments in 20 bis 30 °,igen Ammoniumsulfatlésungen 
erhalten. 


1 KB. Negelein u. E. Haas, diese Zeitschr. 282, 206, 1935. Statt ,,.kolloider 
Trager‘ eines Ferments sagen wir in Zukunft lieber kolloider Jed/ eines 
Ferments. Denn es ist unbekannt, in welcher Weise der kolloide Teil und die 
Wirkungsgruppe miteinander verbunden sind. —- *O. Warburg, W. Christian 
u. A. Griese, diese Zeitschr. 282, 157, 1935. —- 2 O. Warburg u. W. Christian, 
diese Zeitschr. 254, 438, 1932. — 4 H. Theorell, ebenda 275, 1, 1934. — 
5 Fiir Zwischenferment aus roten Blutzellen fand H. Theorell py des iso- 
elektrischen Punktes = 5,85. Naturwiss. 22, 290, 1934. 
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Wird eine Lésung des Ferments 15 Minuten auf 60° erwarmt, so is: 
die Wirksamkeit vollstandig verschwunden. 

Die Fermentlésung kann im Vakuumexsikkator tiber Schwefe! 
saure bei 0° ohne Wirkungsverlust zur Trockene verdampft werden 
Wir heben die 'Trockenpraparate bei 0° iber Kaliumhydroxyd auf. Nac! 
11 Wochen hatte die Wirksamkeit kaum abgenommen. 


1. Bestimmung der Wirksamkeit. 

Da die Geschwindigkeit, mit der wasserstoffiibertragendes Cc 
Ferment! durch Hexosemonophosphorsaure hydriert wird, der Konzen 
tration des Zwischenferments proportional ist”, kann man die Wirksam 
keit des Ferments durch die Hydriergeschwindigkeit bestimmen. Re 
oxydiert man dabei das hydrierte Co-Ferment durch gelbes Ferment und 
das hydrierte gelbe Ferment durch Sauerstoff, so ist bei richtige: 
Wahl der Konzentrationen — der in der Zeiteinheit verbrauchte Saue: 
stoff proportional der Konzentration des Zwischenferments. 

Der Sauerstoffverbrauch wird manometrisch bestimmt. Die 
Konzentrationen® und Versuchsbedingungen bei der manometrischen 
Bestimmung sind: 

Im Hauptraum des VersuchsgefaBes: 14 mg Hexosemonophosphor- 
sdure, mit Kalilauge neutraiisiert. — 0,020 mg Co-Ferment vom Reinheits- 
grad 1. 0,5 mg Kaliumeyanid. — Zwischenferment je nach Rein- 


heitsgrad, so viel, da pro Minute 2 bis 4 cmm O, verbraucht werden. 
3,45 cem 0,01 mol. Phosphatlésung (8,5 T. sek. + 1,5 T. prim.). 
In der Birne: 10°8 Mole gelbes Ferment. 


Im Gasraum: Reiner Sauerstoff. 

Temperatur: 38°. 

5 Minuten vor Beginn der Messung wird das gelbe Ferment in 
den ‘Hauptraum iibergespiilt. Durch Variation der Zwischenferment 
mengen iiberzeugt man sich, daB der pro Minute verbrauchte Sauerstoft 
proportional der Konzentration des Zwischenferments ist. 

Bewirken m mg Zwischenferment den Verbrauch von v cmm Sauer 
stoff pro Minute, so sind die Reinheitsgrade R von zwei Zwischenferment 
praparaten 1 und 2 


1 O. Warburg, W. Christian u. A. Griese, diese Zeitschr. 282, 157, 1935 


— * E. Negelein u. E. Haas, ebenda 282, 206, 1935. —— * Naheres iiber die 


Priifldsungen siehe O. Warburg, W. Christian u. A. Griese, ebenda 282, 
157, 1935. 
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, Kaa . e emm O, 
vm unseresreinsten Zwischenferment praparats war 350 : 
mg . Minuten 
Erteilen wir diesem Praparat willkiirlich den Reinheitsgrad 1, so war der 
Xeinheitsgrad R eines beliebigen Zwischenfermentpraparats 
v 


m 
~~ 350 


cmm O, 


vim fiir Lebedew-Saft war im Mittel 0,7 Der Rein- 


mg . Minuten 


heitsgrad des Zwischenferments im Lebedew-Saft war also 
R =: a 0,002 
350 alee 
In 1 Liter Lebedew-Saft wurden durch Messung der Wirksamkeiten 
230 bis 430 mg Zwischenferment bezogen auf den Reinheitsgrad 1 
gefunden. 
2. Bestimmung des isoelektrischen Punktes. 


Fir eine Methode zur Reinigung des Zwischenferments schien uns 
notwendig, den isoelektrischen Punkt des Ferments zu kennen. In dem 
von Theorell beschriebenen Kataphoreseapparat! haben wir die 
Wanderungsgeschwindigkeit der Wirkung des Ferments bei ver- 
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen im elektrischen Felde 
bestimmt. Die Wirkung des Ferments wurde dabei nach Abschnitt 1 
gemessen. 

Da der isoelektrische Punkt des Ferments ziemlich weit im sauren 
Gebiet liegt, muBte die Untersuchung bis zu so hohen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen ausgedehnt werden, daB das Ferment zum Teil 
durch die Saure denaturiert wurde. Es schien aus diesem Grunde 
zweckmabig, Fermentlésungen zu benutzen, in denen der schiitzende 
Hefegummi noch enthalten war. In einem Versuch (px 4,05), bei 
dem dennoch eine teilweise Denaturierung des Ferments durch die Saure 
auftrat, haben wir fiir die Berechnung der Ionenbeweglichkeit nur die 
Wanderung im anodischen Schenkel des Apparats beriicksichtigt, 
in dem das Ferment nicht aus der gummihaltigen Loésung heraustrat. 

Als Versuchslésung wurde die im Abschnitt 3 beschriebene, alkalisch 
stabilisierte Fermentlésung benutzt, die wir 2 Tage bei 0° gegen flieBendes 
destilliertes Wasser dialysierten. Als Puffersubstanz bei der Kata- 
phorese dienten Gemische von Natriumacetat mit Essigsaure. Die 
Temperatur betrug 20°. In der Tabelle I sind die iibrigen Versuchs- 


1 H. Theorell, diese Zeitschr. 275, 1, 1934. 
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bedingungen und die Resultate zusammengestellt. In der Abb. 1 ist 
die Ionenbeweglichkeit « des Ferments als Funktion der Wasserstoff 
ionenkonzentration graphisch dargestellt, wonach der isoelektrisch: 
Punkt des Ferments bei pu = 4,82 liegt. 
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{ Abb. 1. Ionenbeweglichkeit u 
30 des Zwischenferments aus Hefe 
| bei 20° und verschiedenen 
2 Wasserstoffionenkonzentra- 
$3 tionen. 
S ¢ 
Ad 
55 
Tabelle I. Querschnitt des U-Rohres g = 2 qem. 
Ionen- 
Spezifische Wanderung beweglichkeit 
ei igkei fem] 
Ver- ' ae Stromstirke Zeit — ems 
such PH i t Le ee a a 
1 1 Anoden- Kathoden- Mittel- qem | 
Nr. Ohm em {Amp.] [Sek. | seite Seite wert [Volt . Sek. 


1 5,32, 1,69.10-* 580.10-%| 7200 0,42 0,56 049 4,0.10-° 


aufwarts| abwarts anodisch 
2 4,75 1,94.10-% 6,20.10-%| 7200 0,06 0,09 0,075 0,65.10-5 

abwarts aufwirts kathodisch 
38 4,05 1,67.10°% 5,80. 10-3 |10 800 1,43 — — 7,6.10-° 

abwarts kathodisch 


3. Gewinnung des Ferments. 


Als Ausgangslésung zur Gewinnung des Zwischenferments diente 
Lebedew-Saft! aus untergériger Bierhefe der Brauerei Schultheiss- 
Patzenhofer, Berlin. Die Wirksamkeit des Lebedew-Saftes wurde gepriift. 
indem 0,04 ccm Lebedew-Saft in das VersuchsgefaB (Abschnitt 1) 
gebracht wurden. Der Sauerstoffverbrauch betrug dann etwa 4cmm 
pro Minute. leem Lebedew-Saft enthielt 150 mg ‘Trockensubstanz. 
eo r : + 1 _ emm O, 

fiir Lebedew-Saft war also im Mittel > = (),67 - 
m 0,04 150 mg . Minuten 

Wird der Lebedew-Saft bei 0° aufbewahrt, so nimmt die Wirksamkeit 

des Ferments langsam ab. Nach 3 Tagen hatte eine Probe 25% ihrer 


1 Uber die Darstellung der Trockenhefe und des Lebedew-Saftes siehe 
O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932 (S. 455). Die 
Trockenhefe wurde in der Schrotmiihle gemahlen. 
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Wirksamkeit verloren. Im allgemeinen wurde der Lebedew-Saft frisch, 
spatestens 24 Stunden nach der Darstellung, weiter verarbeitet. Ein 
Ansatz entsprach dabei immer 5 Liter Lebedew-Saft. 


1. Schritt: Entfernung von EiweiB durch Ansduern. 

Zu 5 Liter gekiihltem Lebedew-Saft, dessen Wirksamkeit 1200 mg 
Zwischenferment bezogen auf den Reinheitsgrad 1 entsprach, wurden 
unter Riihren im Eisbad 625 ccm kalte 2n Essigséure gegeben. Die 
Wasserstoffionenkonzentration entsprach dann etwa pu = 4,6. Die an- 
gesauerte Lésung blieb 15 Stunden im Eisschrank stehen. Hierbei bildete 
sich ein reichlicher Niederschlag von denaturiertem EiweiB, der im 
Kaltezimmer abzentrifugiert und verworfen wurde. Die Wirksamkeit 
der iiberstehenden Lésung (Volumen: 5 Liter) entsprach 720 mg 
Zwischenferment bezogen auf den Reinheitsgrad 1]. Der Verlust an 
Wirkung im ersten Schritt betrug 40%. 


2. Schritt: Stabilisierung bet pa = 9. 

Die rohe fermenthaltige Lésung war bei keinem pu-Wert bestandig. 
Es hat sich gezeigt, da die Inaktivierung des Zwischenferments bei 
neutraler Reaktion der Lésung auf einer fermentativen Zerstérung 
des Zwischenferments beruht und daB man die Lésung_ stabilisieren 
kann, wenn man sie langere Zeit bei px = 9 auf 30° halt. 

Die saure fermenthaltige Lésung wurde unter Riihren im Eisbad 
mit so viel kalter 2n Natronlauge versetzt, dal der pxu-Wert 
8,9 bis 9,1 betrug. Hierfiir waren etwa 1100 ccm Natronlauge er- 
forderlich. Beim Zugeben der Natronlauge bildete sich ein Nieder- 
schlag, der vorlaufig nicht abzentrifugiert wurde. Die Lésung wurde 
méglichst schnell im Wasserbad auf 30° erwarmt und blieb mindestens 
6 Stunden im Thermostat bei 30° stehen. Die Lésung konnte auch 
ohne weiteren Verlust an Wirksamkeit 18 Stunden bei 30° stehen- 
bleiben. Die Lésung wurde dann abgekihlt und zentrifugiert. Der 
Niederschlag wurde verworfen. 

Die Wirksamkeit der iiberstehenden Lésung (Volumen: 5,8 Liter) 
entsprach 610 mg Zwischenferment bezogen auf den Reinheitsgrad 1. 
Der Verlust an Wirkung bei der Stabilisierung betrug 15 %. 


3. Schritt: Fraktionierung mit Ammoniumsul/fat. 
Zu der alkalischen, fermenthaltigen Lésung wurde unter Rihren 
im Eisbad so viel kalte 2n Salzsiure gegeben, dab der pu-Wert 
der Lésung 4,80 bis 4.85 betrug. Fiir 1 Liter alkalische Lésung waren 
etwa 123 ccm Salzsdure erforderlich. Zu der angesduerten Lésung 
wurden sofort pro Liter Lésung 253 g festes Ammoniumsulfat gegeben 
und unter Riihren gelést. Hierbei fiel ein Niederschlag aus, der abzentri- 
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fugiert und verworfen wurde. In der tiberstehenden, fermenthaltigen 
Lésung wurde nochmals die Halfte der zuerst verwendeten Menge Am- 
moniumsulfat gelést. Hierbei fiel ein weiterer Niederschlag aus, det 
fast das gesamte Zwischenferment enthielt. Der Niederschlag wurde 
abzentrifugiert und die tiberstehende Lésung verworfen. 

Die fraktionierte Fallung mit Ammoniumsulfat wurde wiederholt. 
Zu dem gesamten Niederschlag wurden 250 cem Wasser gegeben. Der 
Niederschlag wurde fein verrieben, bis er vollkommen gelést war. 
Dann wurde das Volumen der Lésung mit einer 0,6fach gesattigten 
Ammoniumsulfatlésung! auf 750 cem aufgefiillt. Der hierbei auf- 
tretende Niederschlag wurde abzentrifugiert und verworfen. Zu der 
iiberstehenden, fermenthaltigen Lésung wurde die Halfte  ihres 
Volumens einer bei 18° gesattigten Ammoniumsulfatlésung gegeben. 
Der hierbei auftretende Niederschlag enthielt das Zwischenferment. 
Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und die iiberstehende Lésung 
verworten. 

Zu dem Niederschlag wurden 100 ccm Wasser gegeben. Durch 
Verreiben wurde der Niederschlag méglichst fein verteilt, wobei er 
sich zum gréBten Teil loste. Das Volumen.der Lésung wurde dann 
mit 0,6fach gesattigter Ammoniumsulfatlésung auf 300 ccm aufgefiillt. 
Wenn ein gréBerer Teil ungeléste Substanz zuriickblieb, wurde die 
Lésung zentrifugiert. Die fermenthaltige L6sung wurde dann in einem 
Wasserbad auf 40° erwarmt und 50 Minuten auf 40° gehalten. Hierbei 
wurde viel EiweiB gefallt, ohne daB die fermentative Wirksamkeit der 
Lésung abnahm. Die Lésung wurde dann abgekihlt, zentrifugiert und 
zur Dialyse gebracht. 

Bei der fraktionierten Fallung mit Ammoniumsulfat ist zu beachten, 
daB das Zwischenferment in einer 0,4fach gesattigten Ammonium- 
sulfatlé6sung léslich ist, wahrend es aus einer 0,6fach gesattigten Am- 
moniumsulfatlésung zum gréBten Teil ausfallt. Wir haben bei der 
wiederholten fraktionierten Fallung mit Ammoniumsulfat angenommen, 
daB in den abzentrifugierten voluminésen Niederschlagen die Konzen- 
tration an Ammoniumsulfat ebenso groB ist wie in den iiberstehenden 
Losungen. Die ammoniumsulfathaltigen Fermentlésungen haben wir 
im allgemeinen kalt aufbewahrt, aber bei Zimmertemperatur zentri- 
fugiert. 

Zur Dialyse wurden Cellophanschlauche verwendet. Dialysiert 
wurde bei 0° 45 Stunden gegen flieBendes, destilliertes Wasser. Bei 
der Dialyse fiel ein Niederschlag von unwirksamem EiweiB aus, der 


abzentrifugiert wurde. 


1 Unter ,,0,6fach gesattigte Ammoniumsulfatlésung‘‘ verstehen wir 
eine Mischung aus 60 Vol.-Teilen bei 18° geséttigter Ammoniumsulfatlésung 
mit 40 Vol.-Teilen Wasser. 
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Aus 5 Liter Lebedew-Sajt erhielten wir 350cem dialysierte Ferment- 
lésung, die 6,8 mg Stickstoff und 45 mg Trockensubstanz pro cem 
; v ‘ : Fs e emm O, 
enthielt. der dialysierten Lésung war 95,1 : , der 
m mg . Minuten 


5,1 - 
Reinheitsgrad R war ._ 0,015. Der Verlust an Wirkung betrug 


ov 
bei der fraktionierten Fallung mit Ammoniumsulfat und der Dialyse 
26 »/ 
62 %. 
Die Wasserstoffionenkonzentration der  dialysierten Lésung 
schwankte um den pu-Wert 4,80 und war meistenteils ein wenig saurer. 


4. Schritt: Fdllung mit Alkohol. 

Aus der dialysierten Lésung wurde das Zwischenferment unter 
Zugabe von Alkohol gefallt. Zu diesem Zweck wurde die Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Lésung auf pu = 4,80 bis 4,85 gebracht, indem 
gerade die notwendige Menge. Ite n/10 Natronlauge bzw. n/10 Essig- 
séure zugesetzt wurde. Dann wurde die Fermentlésung mit kaltem 
Wasser soweit verdiinnt, dab die Stickstoffkonzentration 3 mg pro ccm 
betrug. 

Zu der verdiinnten, gut gekiihlten Fermentlésung lieBen wir unter 
Riihren im Eisbad langsam so viel kalten Alkohol einlaufen, daB die 
Lésung 10°, Alkohol enthielt. Die alkoholhaltige Lésung blieb dann 
3 bis 4 Stunden im Eisbad stehen, wobei sich ein feiner weiber Nieder- 
schlag bildete!, der in gekiihlten Zentrifugenglisern im Eiszimmer ab- 
zentrifugiert wurde. Der Niederschlag wurde durch Verreiben mit 
einem Glasstab in etwa 40 ccm kaltem Wasser gewaschen und wieder 
abzentrifugiert. 

Die gewaschene Substanz wurde dann in 25 ccm kaltem Wasser 
unter Zugabe von 0,4 cem 2°, iger Natriumbicarbonatlésung (Lackmus: 
neutral) gelést. Zur vollstandigen Klarung wurde die Lésung von wenigen 
unléslichen 'Teilchen im Kaltezimmer abzentrifugiert. 

Wir erhielten so 28ccem klare, wenig gefarbte Fermentlésung, 
die 1,1 mg Stickstoff und 8,3 mg Trockensubstanz pro cem enthielt. 

emm Og, Ad 255 a 
: , der Reinheitsgrad R war ~~ 0,73. 
mg . Minuten 350 
Der Verlust an Wirkung bei dem 4. Schritt betrug also 26°,. Die 
Ausbeute, bezogen auf den Lebedew-Saft, betrug 14°. 


5. Schritt: Fdllung aus Wasser beim isoelektrischen Punkt. 
Nach dem 4. Schritt war das Zwischenferment so weit gereinigt, 
das es beim isoelektrischen Punkt in. Wasser unléslich war. 


1 In einigen Fallen waren 15°, Alkohol erforderlich. 
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28 ccm der Fermentlésung wurden mit kaltem Wasser auf 120 ccm 
verdinnt und mit 1,6 ccm n/10 Essigsdure angeséuert, so daB pu = 4,83 
war. Hierbei fiel das Ferment aus. Die angeséuerte Lésung blieb noch 
2 Stunden bei 0° stehen. Dann wurde der Niederschlag kalt abzentri- 
fugiert, mit 35 ccm Wasser gewaschen und in 15 ccm kaltem Wasser 
unter Zugabe von 0,25ccm 2% iger Natriumbicarbonatlésung gelést. 
Die Lésung enthielt 10,0 mg Trockensubstanz pro cem. v/m war 
emm QO, 302 
. ._, der Reinheitsgrad R — 0,86. Der Verlust 
mg . Minuten 350 
an Wirkung bei der Umfallung betrug 24 °%. 

Die Umfallung des Ferments wurde wiederholt, indem 15 cem 
der Fermentl6sung mit kaltem Wasser auf 75 ccm verdiinnt und mit 
1.0 cem n/10 Essigséure angesauert (px = 4,82) wurden. Nach 2 Stunden 
wurde der Niederschlag kalt abzentrifugiert, mit 35 ccm Wasser ge- 
waschen und in Il ccm kaltem Wasser unter Zugabe von 0,12 ecm 
2°,iger Natriumbicarbonatlésung gelést. Die Lésung enthielt 1,20 mg 
Stickstoff und 9,00 mg Trockensubstanz pro eem. Der Stickstoffgehalt 


v . emm QO, 
war 13,3 %. war 350 
m 


302 


: » Der Verlust an Wirkung bei der 
mg . Minuten 


zweiten Umfallung betrug 22°. Die Ausbeute war 102 mg Zwischen- 
ferment vom Reinheitsgrad 1, das sind 8,5°, der Fermentmenge, die 
in 5 Liter Lebedew-Saft enthalten war. 

Kine solche gereinigte, konzentrierte Fermentlésung ist un- 
bestandig. Um haltbare Praparate zu bekommen, wurden die Lésungen 
im Vakuumexsikkator zur Trockne verdampft, wobei wir mit der Gaede- 
Pumpe ein so starkes Vakuum erzeugten, daB die Fermentlésung nach 
kurzem Aufblahen sofort zu einem Eisblock erstarrte. Der Exsikkator 
kam dann in den Eisschrank. Nach dem 'Trocknen (20 Stunden) hatten 
wir ein lockeres, fast farbloses Pulver, das wir bei 0° iiber Kalium- 
hydroxyd aufbewahrten. 

Wahrend die 't'rockenpraparate recht bestandig sind, hatten wir 
beim Eindampfen wechselnde Verluste an Wirkung von 0 bis 25°,. 
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Experimentelle Untersuchungen iiber das Zusammenwirken yon 
tierischem und pflanzlichem Nahrungseiwei6b im Betriebsstoff- 
wechsel und die dadurch bedingte Beeinflussung des gesamten 
Stoffwechselablaufs. 
Von 
Adolf Biekel. 


(Eingegangen am 4. Januar 1936.) 


Wahrend man wuBte, dab durch Mischung sogenannten biologisch- 
minderwertigen pflanzlichen EKiweiBes in der Nahrung mit bestimmten 
Aminoséuren oder mit sogenanntem biologisch-hochwertigem animali- 
schem Eiweif der Baustoffwechsel im Sinne der Unterhaltung eines 
besseren Wachstums beeinfluBt werden kann, als es bei der aileinigen 
Gabe von vegetabilischem Eiweif der Fall ist, und daB man durch solche 
Mischungen auch dem Kérper gewisse Erleichterungen fiir die Be- 
hauptung eines bestimmten Positivitatsgrades der N-Bilanz bei be- 
grenzter EiweiBzufuhr zu bringen vermag, war iiber den EinfluB von 
Mischungen vegetabilischen und animalischen Eiweifes in der Nahrung 
auf den Ablauf des Betriebsstof{fwechsels bisher nichts bekannt. Angesichts 
der Tatsache, da} die naturgemaBe menschliche Ernahrung eine vegeta- 
bilisch-animalische Ernahrung ist, hat die Aufhellung jenes Gebietes, 
in dem sich das Zusammenspiel der unterschiedlichen Eiweifarten der 
Nahrung und seine Auswirkung auf den gesamten intermedidren Betriebs- 
stoffwechsel vollzieht, fiir unsere wissenschaftliche Erkenntnis sicherlich 
eine erhebliche Bedeutung. 

Eine Wirkung auf den Betriebsstoffwechsel, die aber allen Eiweib- 
stoffen gemeinsam zu sein scheint, kennen wir allerdings seit langem: 
Die spezifisch-dynamische Wirkung, bei der es sich bekanntlich um eine 
30- bis 40°, ige Steigerung des Grundumsatzes handelt. Diese spezifisch- 
dynamische Wirkung ist bei den unterschiedlichen EiweiBarten in ihrer 
GréBe sehr ahnlich, wie aus Versuchen von Rapport (1) am Hunde 
hervorgeht, bei denen die einzelnen EiweiBkérper jeweils in einer 6 g 
Stickstoff aquimolekularen Menge  verfiittert wurden. Kabeljau, 
Gliadin, Ochsenfleisch, Hiihnerfleisch, Gelatine und Casein wurden zu 
diesen Versuchen herangezogen. Experimente von Nothhaas und 
Mulzer (2) wiesen erganzend nach, daB z. B. auch kein Unterschied 
zwischen der spezifisch-dynamischen Wirkung des Fleisch- und des 
Leberproteins besteht. 

Eine Sonderwirkung einzelner EiweiBarten auf den Betriebsstoff- 
wechsel war bislang, wie gesagt, unbekannt. 
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A. Bickel: 


Hier hatte ich die Arbeit meines Laboratoriums in den beiden letzten 
Jahren (1934-1935) eingesetzt. Ich (3) habe erst kiirzlich eingehend 
in einem Aufsatz: ,,/ ‘ber die Beziehungen der Qualitdt des Nahrungs- 
eiwetpes zu seinem Kinflup auf den Betriebsstoffwechsel die historische 
Entwicklung der von mir bei der Erforschung dieser Probleme des 
KiweiBstoffwechsels angewandten .Wethodik und ihre Leistungsfahigkeit, 
wie endlich auch die wichtigsten Ergebnisse, zu denen wir gelangten, 
geschildert. Denn seit meiner ersten zusammenfassenden Verdéffent- 
lichung (4) iiber dieses Arbeitsgebiet haben wir nicht unerhebliche Fort- 
schritte auf ihm zu verzeichnen; beziiglich der Methodik sei auf diese 
Arbeit verwiesen. 


Gerade die Untersuchungen, die ich im Jahre 1935 teilweise unter Mit- 
wirkung meiner Doktoranden ausfiihrte, haben uns insofern einen tieferen 
Kinblick in die besagten Vorgange beim Eiweibstoffwechsel tun lassen, als 
sie uns nicht nur die Abhangigkeit des Verhaltens eines Nahrungseiweib- 
molekiils im Betriebsstoffwechsel von der Eigenart seiner Molekiil- 
struktur offenbarten, als sie uns nicht nur zeigten, wie durch unter- 
schiedliche Anordnungen innerhalb des Molekiils sein Verhalten, wenn 
es Nahrungseiwei} ist, im Bau- oder Betriebsstoffwechsel pradestiniert 
wird, sondern weil sie uns auch den Weg wiesen, auf dem wir zu einer 
kiinstlichen Umwertung des biologischen Wertes eines solchen Etweipes 
gelangten, bisher wenigstens, soweit es sich um die Beeinflussung des 
Betriebsstoffwechsels durch das betreffende Molekiil in seiner Eigenschaft 
als Nahrungseiwei} handelt. /ndem wir aber dartun konnten, dap wesent- 
liche, genau definierte Charakterziige des Betriebsstoffwechsels, namlich 
die Erzeugung bestimmter Lagen der Harnquotienten C : N und Vakat- 
O:N, durch die Qualitdt des NahrungseiweiBes bestimmt werden, haben 
wir damit auch zugleich den Beweis erbracht, dap die Einfliisse, welche das 
Nahrungseiweif auf den Betriebsstoffwechsel zustande bringt, diejenagen 
iibertreffen, die das ZelleiweiB durch seine Abbauprodukte darauf ausiibt. 
Wir haben somit im Betriebsstoffwechsel die durch die Abbauprodukte 
des Nahrungseiweibes ausgelésten Vorgange von denjenigen weitgehend zu 
trennen gelernt, die an den Abbau des eigenen ZelleiweiBes im Koérper 
beim LebensprozeB und der Funktion ankniipfen. 


An einigen Versuchsbeispielen sei dies erléiutert. Die Zahlen in den 
beigefiigten Tabellen bezeichnen die Durchschnittswerte fiinftagiger Ver- 
suchsperioden unter Zugrundelegung der Analysen in der 24stiindigen 
Harnmenge von fiinf oder zehn Versuchstieren, die jeweils den gleichen 
Versuchsbedingungen unterworfen waren. Die Versuchsanordnung ist 
immer derart gewesen, daB eine Gruppe von fiinf oder zehn mannlichen 
weiBen Ratten von annihernd gleichem, meist etwa 200g betragendem 
Koérpergewicht periodenweise mit bestimmten Nahrungsgemischen ernahrt 
wurde. Immer war der Gesamtkaloriengehalt, N-Gehalt, der Fettgehalt 
und der Kohlenhydratgehalt neben dem Mineralstoffgehalt jeder bei einem 
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Versuch an einer Tiergruppe verwandten Nahrungsmischung derselbe; 
Vitamine wurden in Butter und frischem Zitronen- oder Apfelsinensaft 
gleichmaBig reichlich gegeben. Immer wurde 2 Tage mit dem fiir eine 
Versuchsperiode zustiindigen Futter vorgefiittert, bevor man mit den 
Harnanalysen begann, damit der Kérper Zeit hatte, sich auf das jeweilige, 
in seiner biologischen Wirkung zu priifende Nahrungsgemisch einzustellen. 
Den Vergleichswert fiir alle von uns untersuchten EiweiBarten gab das 
Casein. Sollte z.B. die Wirkung des HafereiweiSes gepriift werden, so 
wurde in der ersten Versuchsperiode eine bestimmte Menge Casein und in der 
zweiten Versuchsperiode eine dieser Caseinmenge N-aquimolekulare Hafer- 
eiweiBmenge als NahrungseiweiB gegeben. Die beiden Futterrationen 
unterschieden sich dann in wesentlicher Weise ganz allein durch die unter- 
schiedliche Art des NahrungseiweiBes, wahrend Kalorien, Fett, Kohlen- 
hydrat, Salze und Vitamine in gleichen Mengen vorhanden waren. Immer 
achtete man auch darauf, daB die tagliche Futterration quantitativ ver- 
zehrt wurde, und da8 ihr Kaloriengehalt so groB war, daB in der Casein- 
periode das Kérpergewicht sich als konstant erwies. Anderungen im Kérper- 
gewicht in den anderen Versuchsperioden konnten dann ebenfalls nur der 
veranderten EiweiBfiitterung zur Last gelegt werden. 

Da nicht in sémtlichen Versuchen durchgingig die gleichen EiweiB- 
mengen, sondern nur in den einzelnen Versuchsperioden innerhalb eines 
Versuchs jeweils die gleichen EiweiBmengen gegeben wurden, sind die ab- 
soluten Werte fiir die Harnquotienten in den Caseinperioden der ver- 
schiedenen Versuche verschieden. War der prozentuale EiweiBgehalt der 
Nahrungsgemische eines Versuchs héher, so lagen die Harnquotienten 
absolut tiefer als dann, wenn der prozentuale EiweiSgehalt ein niedrigerer 
war. Am deutlichsten werden die Versuchsergebnisse, wenn man einen 
etwa 10° igen EiweiBgehalt der Nahrung einhalt. Unter sich vergleichbar, 
hinsichtlich der absoluten Werte der Harnquotienten, sind daher nur die 
verschiedenen Versuchsperioden eines einzelnen Versuchs untereinander. 

Da die Ergebnisse sich ebensowohl auf die C: N-, wie auch auf die 
Vakat-O : N-Werte stiitzen, ist abgesehen von vielen anderen Griinden auch 


. 


die Unabhangigkeit der Ergebnisse von dem Karbonatgehalt des Harns 
sichergestellt. 

Wenn man die in der Tabelle I zusammengestellten Zahlen durch- 
mustert, kann man vier Gruppen von EiweiBen unterscheiden. Die 
erste Gruppe enthalt EiweiBe, bei deren Verfiitterung die Harn- 
quotientenlage ahnlich derjenigen ist, die durch die Caseinfiitterung 
entsteht (EiereiweiB im Versuch IX und X, SchlachttierfleischeiweiB im 
Versuch IX und X). Die zweite Gruppe enthalt EiweiBe, die in bezug 
auf die von ihnen erzeugte Harnquotientenlage dem Casein zunachst 
zwar &hnlich sind, aber bei linger dauernder Verfiitterung gelegentlich 
die Neigung zeigen, die dem Casein zustehenden Harnquotientenwerte 
etwas zu unterbieten (Weizeneiwei8 im Versuch VI, VII und VIII, 
Gelatine im Versuch XIII, XIV und XV). Die dritte Gruppe enthalt 
KiweiBe, bei deren Verfiitterung beide Harnquotientenwerte oder nur 
einer von ihnen ein wenig die entsprechenden Werte bei der Casein- 
fiitterung iibertreffen (Maiskleber im Versuch IV, Linsenmehl im Versuch 
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TIX und X, Lactalbumin im Versuch XI und XII). 
enthalt EiweiBe, bei denen die Harnquotientenwerte wesentlich héher 


Tabelle I. 


Die vierte Gruppe 


liegen als bei der Caseinernahrung (Kartoffel im Versuch I, Roggen- 
kleie im Versuch II und III, Hafermehl im Versuch V, Erbsenmehl im 
Versuch IX und X, Bohnenmehl im Versuch IX und X). 
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tin derartiges Verhalten gab dann die Veranlassung, die Weizen- 


eiweibfiitterung fortzusetzen. Bei der Gelatinepriifung lag es bei der be- 
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1,542 3,015 
1,595 3,444 
2814 5,764 
2.980 5,818 
1,582 3,171 
0,899 1,133 
1,177 2311 
0,829 1,238 
0,891 1,104 
1.245 2.253 
0,834 1,282 
0,760 1,123 
0.908 1.259 
0,866) 1,237 
1115 1.95 

1.142 2.050 
0,804 0,891 
1,227 1,838 
1.216 1,294 
0,796 1,030 
1,062 1,428 
1,120 1,318 
0,946 1,477 
0,738 0,921 
0,788 0,717 
0.674 0.792 
0,707 0,795 
0.853 1,052 
0.897 1,084 
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X| 1 
x| 2 
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1,145 
0,786 


0.819 
0,765 
1,075 
0.895 
1,214 
0.840 


0,778 
0,926 
1,100 
1,196 
0.970 
0,970 
1,196 
0,975 
1.025 
0,943 
0,963 
1,012 
0,910 
0,876 
0.828 
0,814 
0,724 
0,803 


Gegen diese Einteilung kann man einwenden, daB die Versuche 
durchgangig lang genug durchgefiihrt worden seien, um bei anfanglich 
héherer Harnquotientenlage eine spatere Senkung derselben auszuschlieBen. 
Die Veranlassung, in einzelnen Fallen die Dauer des Versuchs mit einem 
bestimmten EiweiB zu verlangern, war aber in der Regel, daB man nach der 
Verfiitterung des betreffenden EiweiBes waihrend einer ersten Versuchs- 
periode nach dem erhaltenen Ergebnis im Zweifel sein muBte, ob iiberhaupt 
eine Anderung anzunehmen sei, oder daB man Andeutungen zu leichten 
Quotientiinderungen wahrnahm. So zeigt z. B. der WeizeneiweiBversuch VI, 
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kannten starken Minderwertigkeit des GelatineeiweiBes im Baustoffwechsel 
von vornherein nahe, zuzusehen, wie sich die Harnquotientenlage bei 
chronischer Fiitterung von Gelatine gestalten wiirde. Andererseits zeigte 
aber der Hafermehlversuch V, da die mit Beginn der Hafermehlfiitterung 
sofort eingenommene erhéhte Harnquotientenlage auch bei laingerer Ver- 
fiitterung des Hafermehls unverandert beibehalten wird. Gleiches sehen 
wir auch bei dem Kartoffelversuch I. Die Perioden 1 und 2 dieses Versuchs I 
belehren uns auch iiber die Konstanz der Harnquotientenlage bei langer- 
dauernder ununterbrochener Caseinfiitterung. 

Bemerkenswert ist aber jedenfalls, dab dann, wenn eine aus- 
gesprochene Anderung der bei der Caseinfiitterung notierten Harn- 
quotientenlage bei dem Ersatz des Caseins durch ein anderes EiweiB 
auftritt, diese Anderung auch ganz klar in den mittleren Quotienten- 
werten fiir die erste Periode der Verfiitterung dieses neuen Eiweibes 
zutage tritt. In diesem Zusammenhang weise ich nochmals auf die 
Versuche mit Kartoffel (1) und Hafer (V) hin. Mit erstaunlicher Konstanz 
wird in diesen beiden Versuchen die sofort eingenommene hohe Harn- 
quotientenlage auch bei protrahierter Fiitterung mit dem betreffenden 
EKiweiB beibehalten. Weil bei diesen beiden Eiweiben, dem Kartoffel- 
und HafereiweiB, mit einer sicheren Unabanderlichkeit bei der Beein- 
flussung der Harnquotientenlage gerechnet werden konnte, wurden sie 
auch als Vertreter der vegetabilischen Eiweibe bei den nachstehend 
beschriebenen .Mischungsversuchen benutzt. Erganzend zu allen vor- 
stehend beschriebenen Versuchen konnte ich (5) dann noch am Casein 
den Nachweis fiihren, da& Anderung seiner Molekiilstruktur durch 
Bestrahlung mit y-Strahlen des Mesothoriums auch eine starke Ver- 
schiedenheit der durch Verfiitterung unbestrahlten und bestrahlten 
Caseins bewirkten Harnquotientenlage zustande bringt. Das bestrahlte 
Casein bewirkt eine erniedrigte Harnquotientenlage. 

Nachdem es mir auf diese Weise gelungen war, Unterschiede in der 
Wirkung auf den Ablauf des Betriebsstoffwechsels in Abhangigkeit von 
der chemischen Molekiilstruktur des Eiweibes tiberhaupt nachzuweisen, 
und insbesondere auch zu zeigen, daB in dieser Hinsicht vielfach groBe 
Unterschiede zwischen pflanzlichen und _ tierischen  Eiweibstoffen 
bestehen, ergab sich von selbst die Frage, wie sich nun Mischungen von 
vegetabilischem und animalischem Eiweif in der Nahrung auf den Betriebs- 
stoffwechsel, gemessen an der Lage der Harnquotienten, auswirken. Zweck- 
maBig war es bei diesen Versuchen, zunachst Mischungen zweier Ki- 
weiBbe vorzunehmen, von deren jedem bekannt war, dab es auch bea 
fortgesetzter Verfiitterung eine von ihm sofort herbeigefiihrte Harn- 
quotientenlage garantierte, und die bei der ausschlieBlichen Verfiitterung 
eines jeden Harnquotientenwerte bewirkten, die weit auseinanderlagen. 

Aus den bislang mit dieser Zielsetzung durchgefiihrten Versuchen 
mogen einige Beispiele zeigen, wie sich der Ablauf des intermediaren Be- 
triebsstoffwechsels, beobachtet an der Harnquotientenlage, gestaltet, wenn 
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Tabelle II. 





Ver- Versuchs- 


mg — Art und Mischung des Nahrungseiweifies C:N bps 
I 1 0 °, Casein, 109 ©, KartoffeleiweiB. . . . 1,298 2,312 
I 2 16,6% . 83,.4°,, ‘s 23 4 -o RS Site 
I 3 50 % as 50 % s . . . . | 0,898 | 1,786 
I 4 66,6 % a 33,4°% me . . . « {| 0,808 | 1,629 
I 5 100 % ic 0 % . . . . | 1,062 | 1,428 
I] 1 100 °,, Lactalbumin, 0 ©, KartoffeleiweiB . . | 1,100 1,717 
I] 2 Ro % . 100 % ‘ . . | 1,514 | 2,854 
I] S 66,6 °,, ‘a 33,4°,, re . . | 1,958 | 3,628 
Il 4 66,6% m 33,4°,, eS . . | 1,568 , 3,087 
II 5 100 % a 0% ‘ . . | 1,196 1,685 
Ill 1 100 °,, Casein, O % HafereiweiB ... . . | 0,972 ; 1,481 
LT 2 ) - 100 % . . . « . « | 1,572 | 8,589 
II] 3 66,6 % " 33,4% ‘i - . «+ « « tAeue | Zees 
II] 4 66.6% . 33,4 % RS ~ oe 2 « OOO Bebe 
Il 5 666°, x 334°, i 0 « « « HOOT | 1,467 
Ill 6 66.6% ms 338.4% o ~ s » » + | POSE? | ES86 


das Nahrungseiweif aus Casein und KartoffeleiweiB oder aus Lactalbumin 
und KartoffeleiweiB oder aus Casein und HafereiweiB besteht. Die Ver- 
suchsanordnung war insofern prinzipiell dieselbe wie bei den zuerst 
geschilderten Versuchen, als in allen Perioden jedes einzelnen Versuchs 
der KiweiB-, Fett-, Kohlenhydrat-, Mineralstoff-, Vitamin- und’ Kalorien- 
gehalt der Nahrung der gleiche war. Die einzelnen Perioden unter- 
schieden sich wesentlich nur durch das verschiedene Mischungsverhaltnis 
der zu dem jeweiligen Versuch benutzten beiden EiweiBarten. Die 
Versuche sind in der Tabelle IT zusammengestellt. 

Im ersten Versuch dieser Tabelle wird das KartoffeleiweiB, das 
zunachst ausschlieBlich das NahrungseiweiB darstellt, schrittweise 
durch Casein ersetzt, bis in der letzten Periode Casein das alleinige 
Nahrungseiwei8 darstellt. Die beiden Harnquotienten sinken: C:N 
briisker, Vakat-O: N stetiger bis auf den Wert, der eingenommen wird, 
wenn nur Casein das NahrungseiweiB ist. Dieser Wert ist schon an- 
nahernd bei der Mischung 50°, Casein und 50 °% KartoffeleiweiB, sicher 
aber bei der Mischung von 66,6°% Casein und 33,4° KartoffeleiweiB 
erreicht worden. C:N liegt hier wie in der voraufgehenden Periode 
sogar etwas tiefer, Vakat-O: N eine Spur hoéher als in der Periode 5 
mit vélligem Ersatz des KartoffeleiweiBes durch Casein. 

Im zweiten Versuch der Tabelle II wird nach Feststellung der 
Lactalbuminwerte in der ersten und der KartoffeleiweiBwerte in der 
zweiten Periode das KartoffeleiweiB sofort zu zwei Drittel durch Lact- 
albumin mit Beginn der folgenden Periode und wahrend der Periode 3 
und 4 ersetzt. An Stelle der von uns erwarteten Harnquotienten- 
senkung durch die Lactalbuminzumischung trat eine Steigerung ein, 
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die bei C: N allerdings nur voriibergehend in der Periode 3 vorhanden 
war, bei Vakat-O: N dagegen in der Periode 3 ganz auBerordentlich 
stark ausgepragt erschien und in der Periode 4 nur verhaltnismabig 


wenig nachlieB. Als dann in der Periode 5 wieder Lactalbumin als 
alleiniges Nahrungseiwei} verabfolgt wurde, kehrten die Quotienten 
prompt auf fast genau dieselben Werte fiir C:N und Vakat-O:N 
zuriick, die sie in der ersten Lactalbuminperiode, Periode 1, gezeigt 
hatten. 

Im dritten Versuch der Tabelle II wurde nach der Feststellung der 
Harnquotientenlage jeweils allein fiir Casein und dann fiir HafereiweiB 
eine NahrungseiweiBmischung von zwei Drittel Casein und einem Drittel 
Hafereiweif in ihrer Wirkung auf die Harnquotientenlage untersucht. 
Das Uberraschende war hier, daB sich, obschon diese Mischung durch 
die Periode 3, 4, 5 und 6 unverdndert gewahrt wurde, diejenige Harn- 
quotientenlage, die sich in der Periode 3, der ersten Periode, fiir die wir 
die genannte Mischung vorgenommen hatten, einstellte, in den folgenden 
Perioden nicht beibehalten wurde, sondern sich langsam senkte, und zwar 
senkte bis auf den Wert, der in der ersten Periode dieses Versuchs bei 
einer Nahrung aufgetreten war, in der ausschlieBlich Casein das Nahrungs- 
eiwei gebildet hatte. 

Wahrend der Casein-KartoffeleiweiBversuch I mit dem. schritt- 
weisen Ersatz des KartoffeleiweiBes durch Casein sich ungefahr so 
vollzog, wie man es auf Grund der Kenntnis der Harnquotientenlagen, 
die dem Casein und dem KartoffeleiweiB als NahrungseiweiB zustehen, 
ungefahr erwarten konnte, zeigten die Versuche mit den Mischungen 
Lactalbumin— KartoffeleiweiB und Casein—Hafereiweif einen uner- 
warteten Verlauf. Im ersten Falle blieb bei der gewahlten Mischung, 
zwei Drittel Lactalbumin und ein Drittel KartoffeleiweiB, durch die 
Lactalbumingabe nicht nur die erwartete sofortige Senkung der Quo- 
tientenwerte von der hohen Lage, die in der voraufgehenden Periode 2 
mit ihrem ausschlieBlichen KartoffeleiweiBgehalt der Nahrung ein- 
genommen worden war, aus, sondern die Quotienten erfuhren in der 
ersten Periode der genannten Nahrungsmischung (Periode 3) obendrein 
noch eine weitere kraftige Erhéhung, die allerdings in der nun folgenden 
Periode 4 in merklicher Weise wieder nachlieB. Da der Verlauf dieses 
Versuchs sich so gegen jede Erwartung gestaltet hatte, wurde zum 
Zweck einer Nachkontrolle der VerlaBlichkeit der Versuchstiere nach 
zweiwochentlicher Lactalbumin-KartoffeleiweiBgabe bei stets demselben 
Mischungsverhaltnis nun wieder Lactalbumin als alleiniges Nahrungs- 
eiweiB verabfolgt. Da prompt und sehr genau daraufhin die Harn- 
quotienten wieder die Lage einnahmen, die sie in der ersten Lact- 
albuminperiode, Periode 1, gezeigt hatten, war an der VerlaBlichkeit 
der Versuchstiere kein Zweifel. Die beobachteten Harnquotienten- 
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anderungen konnten also nur die Folge der vorgenommenen Eiweib- 
mischung sein. Da aber die Harnquotienten in diesem Versuch II bei 
langerer Fortsetzung der Fitterung mit der EiweiBmischung durch eine 
zweite Periode hindurch (Periode 4) in eben dieser zweiten Periode eine 
Tendenz zur Senkung von ihrer stark erhéhten Lage hatten erkennen 
lassen, wurde ein Versuch gemacht, bei dem unter Verwendung von 
Casein und Hafereiweif eine Mischung von zwei Drittel Casein und 
ein Drittel HafereiweiB mehrere Wochen hindurch zur Verfiitterung 
gelangte. Nachdem die Harnquotientenlage fiir den Fall bestimmt war, 
dais HafereiweifS das ausschlieBliche NahrungseiweiB darstellte (Ver- 
such III, Periode 2), wurde dann durch 4 Wochen hindurch mit der 
Mischung zwei Drittel Casein und ein Drittel HafereiweiB als Nahrungs- 
eiwei} gefiittert. In der ersten Periode mit der EiweiBmischung senkten 
sich beide Quotienten sofort ein wenig, iibertrumpften also diesmal 
nicht, wie im Versuch II, ihre Werte in der vorausgehenden Periode, in 
der das vegetabilische EiweiB ausschlieBlich das Nahrungseiweif war 
und bereits eine hohe Harnquotientenlage hergestellt hatte. In dem 
Casein-Haferversuch LIT stellte sich dann in seinem weiteren Verlauf 
von Periode zu Periode kontinuierlich eine fortschreitende Senkung 
beider Harnquotientenwerte ein, die in der dritten Woche der Er- 
nahrung mit dem EiweiSgemisch den Harnquotientenwert fiir die 
Ernahrungsform, bei der Casein allein das Nahrungseiweifs war (Periode 1), 
erreicht hatte, und die dann auch bei einer noch weiteren Fortsetzung 
des Versuchs konstant blieb. 

Das Ergebnis dieses Versuchs III stimmt mit demjenigen des 
Versuchs [ insofern iiberein, als in beiden Fallen schlieBlich bei einer 
Mischung von zwei Drittel Casein und ein Drittel vegetabilischem 
Kiweif} die dem Casein als ausschlieBlichem NahrungseiweiB zustehende 
Quotientenlage erreicht wurde. Im Versuch I wurde sie allmdahlich 
erreicht durch schrittweise zunehmenden Ersatz des Kartoffeleiweibes 
durch Casein, bei dem Verhaltnis zwei Drittel Casein und ein Drittel 
KartoffeleiweiB, in dem Versuch III wurde sie ebenfalls allmdhlich 
erreicht durch plotzlichen Ersatz des HafereiweiBes durch Casein im 
Verhaltnis zwei Drittel Casein und ein Drittel HafereiweiB, aber erst 
bei Verfiitterung eben dieser Mischung wahrend einer langen Zeitdauer. 
In beiden Fallen, im Versuch I und III, wurde die Caseinwirkung die 
Dominante und es zeigt gerade der Versuch II] sehr deutlich, wie eine 
gewisse Zeit erforderlich ist, damit der Stoffwechsel sich allmahlich 
umstellen kann, wenn plétzlich eine bestimmte EiweiBmischung an 
Stelle einer bestimmten Eiweibart verfiittert und diese Mischung un- 
verandert in der Folge beibehalten wird. 

Bei dem Versuch I liegen, worauf oben bereits hingewiesen wurde, 
auch schon in derjenigen Periode (Periode 3), in der das Nahrungs- 
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eiweiB aus 50°, KartoffeletweiB und 50°, Casein bestand, die Harn- 


quotienten tiefer als es dem Mittelwert entspricht, der aus dem reinen 
Caseinwert (C:N 1.062: Vakat-O:N 1.428) und dem. reinen 
KartoffeleiweiBwert (C:N 1.298, Vakat-O:N 2.312) berechnet 
wird. 


Berechneter Mittelwert . . . . . . . .C:N 1,180 
Beobachteter Wert. ......... O:N 0,893 
Jerechneter Mittelwert . . . . . Vakat-O:N 1,870 
Beobachteter Wert. . . . . . . Vakat-O:N 1,786 


Schon bei einer Mischung von 50°, animalischem und 50°, vege- 
tabilischem EiweiB setzt hier die dominierende Wirkung des animali- 
schen Eiweibes ein, bei 66,6°, animalischem und 33,4 °, vegetabilischem 
EiweiB aber beherrscht sie restlos die Situation. Es muB natiirlich 
noch geprift werden, ob diese Eigenschaft, als Dominante gegeniiber 
vegetabilischen EiweiBen zu wirken, auch noch anderen animalischen 
EiweiBen auBer dem Casein zusteht, und ob es unter den vegetabilischen 
KiweiBben ebenfalls Eiweibe gibt, die eine dominierende Wirkung iiber 
andere vegetabilische Eiweibe entfalten kénnen. 

Das Merkwiirdige ist, da bei den Mischungen von Casein mit 
vegetabilischem EiweiB, das einen hohen Harnquotientenwert pra-- 
destiniert, gelegentlich auch Unterbietungen des Caseinwertes méglich 
zu sein scheinen ! 

Es klaren uns jedenfalls schon die mitgeteilten Versuche dariiber auf, 
dap bei der Mischung qualitativ unterschiedlicher Eiweifstoffe in der 
Nahrung Umstellungen im intermedidren Betriebsstoffwechsel in genau 
definierbaren Richtungen stattfinden, dap diese Umstellungen allmahlich 
erfolgen und dap dabei dominierende Wirkungen einzelner, bestimmter 
Kiweipstoffe sichtbar werden. 

Der Gedanke liegt nahe, da uns die weitere Analyse der Gesamt- 
heit dieser Vorgainge auch Anhaltspunkte fiir eine Beantwortung der 
Frage nach der optimalen Eiweifhmischung in der Nahrung der Omni- 
voren, Herbivoren oder Carnivoren geben kénnte, wenn wir bei der 
Untersuchung dieser Frage von unserer Kenntnis dieses Stoffwechsel- 
geschehens ausgehen, d.h. daB sich aus einer Einsicht in diese Stoff- 
wechselvorgange auch ableiten laBt, welche Eiweibmischung in der 
Nahrung die beste fiir das Gedeihen des Organismus ist. 

Die durch Beobachtung von Wachstum und _ Leistungsfahigkeit 
mit verhaltnismaBig primitiven Untersuchungsmethoden gewonnene 
Erfahrung besagt bekanntlich, dal} mindestens etwa 50°, des Nahrungs- 
eiweibes beim Menschen sog. hochwertiges animalisches Eiweib sein 
sollen, wobei bekanntlich der biologische Wert nach der Eignung des 
betreffenden Eiweibes fiir die Unterhaltung des Kérperwachstums 
bemessen wurde. Die Untersuchungen meines Laboratoriums tiber die 
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Wirkungen der Gemische von vegetabilischem und animalischem Eiweil 
auf den Betriebsstoffwechsel deuten an, daB von einer 50 °Gigen Mischung 
der jeweils verwandten beiden EiweiBe an und erst recht bei starkereni 
Uberwiegen des animalischen EiweiBes diejenige Oxydationslage im 
Korper hergestellt wird, die im allgemeinen fiir das animalische Eiweil; 
charakteristisch ist und bei der die vollkommenste energetische Aus- 
nutzung des zur Verbrennung gelangenden Materials stattfindet. Dat 
in dieser Richtung auch die Wirkung von Gemischen unterschiedliche: 
vegetabilischer EiweiBe liegen kann, ist natiirlich ebenfalls méglich. 
Denn wir haben ja gesehen, da es auch unter den vegetabilischen 
EiweiBben solche gibt, die eine hohe, und andere, die eine niedrigere 
Harnquotientenlage pradestinieren, obschon bei fast allen vegetabilischen 
EiweiBen die wachstumsférdernde Wirkung bekanntlich mehr oder 
weniger zu wiinschen tbrig 1aBt. 

Die in dieser Arbeit mitgeteilten Untersuchungen, die zum ersten 
Male uns einen Einblick in die grundsatzlichen Vorgange beim inter- 
mediaren Betriebsstoffwechsel in ihrer Abhdngigkett von der Qualitdt 
eines Nahrungseiweifes oder genau definierter Mischungen solcher Eiweipe 
im Rahmen der gemischten Nahrung haben tun lassen, haben auch zum 
ersten Male dieses Problem, das fiir die menschliche und tierische Er- 
néhrung und insbesondere auch fiir die Volksernahrung von fundamen- 
taler Bedeutung ist, einer exakten Behandlung zugefiihrt. 


Ergebnisse. 

1. Bei gleicher Zusammensetzung einer gemischten Nahrung mit 
einem bestimmten Gehalt an einem einzelnen EiweiB nehmen die 
Harnquotienten eine bestimmte Lage ein, die abhangig ist von der 
molekularen Struktur des jeweiligen NahrungseiweiBes. 

. 2. Im Vergleich zur Ernéhrung mit Casein als Nahrungseiwei8 und 
den dafiir charakteristischen Harnquotientenwerten gibt- es EiweibBe. 
die ceteris paribus Harnquotientenlagen bewirken, die entweder den 
Harnquotientenlagen bei der Caseinnahrung entsprechen, sie mehr oder 
weniger iibertreffen oder auch, besonders bei langerer Einwirkung, sie 
unterbieten. Zu den EiweiBen, die hohe Harnquotientenlagen bedingen, 
gehéren vornehmlich pflanzliche, zu denjenigen, die niedrige Harn- 
quotientenlagen unterhalten, vornehmlich (nicht ausschlieBlich!) 


tierische Eiweibe. 

3. Die Mischung eines vegetabilischen EiweiBes (Kartoffeleiweil, 
HafereiweiB), das eine hohe Harnquotientenlage pradestiniert, mit 
einem animalischen EiweiB (Casein, Lactalbumin), mit dem eine niedrige 
Harnquotientenlage verknipft ist, fiihrt in Abhangigkeit von dem 
Mischungsverhaltnis zu Anderungen in der Harnquotientenlage. Ins- 
besondere wurde bei schrittweiser Zunahme des animalischen EiweiBes 
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(Casein) in der Mischung diejenige niedrige Harnquotientenlage, die 
diesem animalischen EiweiB anhaftet, wesentlich friiher erreicht, als 
das animalische EiweiB alleiniger Reprasentant des NahrungseiweiBes 
geworden war. Bei dauernd gleichmdfBiger Gabe einer bestimmten 
Mischung von Casein mit dem vegetabilischen Eiweif naherte sich 
aber ebenfalls die Harnquotientenlage allmdhlich derjenigen niedrigen 


Lage, die dem animalischen Eiwei (Casein) dann zusteht, wenn es das 
gesamte NahrungseiweiB ausmacht. In alledem kommt u. a. die Tendenz 
des animalischen EiweiBes (Casein) zum Ausdruck, bei seiner Mischung 
mit vegetabilischem EiweiB in der Nahrung dominierend den Ablauf 
der Prozesse im intermediaéren Betriebsstoffwechsel zu beeinflussen. 
Bei der Wirkung von EiweiBmischungen auf die Harnquotientenlage 
scheinen aber auch, abgesehen vom Mischungsverhaltnis, in Abhangig- 
keit von der Qualitat der gewahlten Eiweibe, individuelle Modifika- 
tionen in gewissen Grenzen mdglich zu sein (vgl. den Lactalbumin- 


Kartoffelversuch IT). 
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Untersuchungen iiber die Abhingigkeit des Grades der strahlen- 
bedingten Umwertung des Caseins von der Strahlenintensitit’. 
Von 


Walter Olbrich. 
(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 4. Januar 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Nachdem von A. Bickel? gezeigt worden war, daB durch Bestrahlung 
des Caseins mit Mesothorium, und zwar vorziiglich mit dessen y-Strahlung. 
eine Umwertung des Caseinmolekiils im Sinne einer Anderung det 
ernahrungsphysiologischen Wirkung im Betriebsstoffwechsel herbei- 
gefiihrt werden kann, war es zur weiteren wissenschaftlichen Fundierung 
dieser Entdeckung vor allem erforderlich, experimentell zu_priifen, ob 
iiberhaupt und bejahendenfalls in welchem Umfange Beziehungen 
zwischen der Strahlungsintensitat und der GréBe der Caseinveranderung 
bestehen. War doch ein positiver Ausfall eines dahin gerichteten Ver- 
suchs streng beweisend dafiir, daB die Besonderheiten, die das bestrahlte 
Casein in biologischer Hinsicht erkennen lieB, in der Tat ausschlieBlich 
durch die vorausgehende Bestrahlung bedingt waren. 


In den von A. Bickel am 19. Juni 1935 in der Berliner medizinischen 
Gesellschaft zuerst mitgeteilten Versuchen iiber die Folgen der Casein- 
bestrahlung fiir die Wirkung des Caseins im Betriebsstoffwechsel war die 
Anordnung bei der Caseinbestrahlung folgende: Es wurden 500g Casein 
in ein GlasgefaB mit Hals verbracht, durch dessen Offnung ein breites 
Reagensglas bis etwa in die Mitte des Caseinpulvers eingefiihrt wurde. 
Am’ Boden dieses Reagensglases lag das in ein Glasréhrchen eingeschmolzene 
Mesothorium. Der offene ringf6rmige Spalt zwischen GefaBhals und 
Reagensglaswand wurde, um Verunreinigungen durch die Luft zu verhiiten, 
mit Watte verschlossen. 

Bei dieser Versuchsanordnung verteilte sich die von dem Mesothorium 
in der Mitte des Caseins ausgehende 7-Strahlung nach allen Richtungen in 
gleichmaBiger Weise. Es ist klar, daB mit der Entfernung von dem das 
Mesothorium tragenden Zentrum die Divergenz der Strahlen sich ver- 
gréBerte, daB also nach der Peripherie zu in den Zwischenréumen zwischen 
den einzelnen Strahlen auch immer gréBere Massen von Casein liegen muBten, 
die entweder iiberhaupt niemals von einem Strahl getroffen wurden oder 
bei denen die Bestrahlung nicht geniigend gleichmaBig war. Wenn man 
nun nach Beendigung der Bestrahlung die gesamte Caseinmasse mischte, 
so muBte man annehmen, daB in der Gesamtmasse dieses Caseins nur eine 


1 Auszug aus Diss. med. Fakultaét Universitat Berlin. - 2 Deutsch. 
med. Wochensch:. Nr. 31, 1231, 1935. 
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bestimmte Anzahl von intensiv bestrahlten Molekiilen unter einer groBen 
Zahl nicht oder mangelhaft bestrahlter Molekiile lag. Es war jedenfalls 
nicht zu erwarten, dab bei dieser Versuchsanordnung das gesamte Casein 
in dem GlasgefaB gleichmaBig bestrahlt und demgema auch gleichmaBig 
verandert worden ware. Je naher Casein dem Mesothorium lag, um so 
groBer war die Chance einer Bestrahlung moéglichst vieler Molekiile. 


Es war nun mdéglich, durch eine bestimmte Versuchsanordnung 
einmal das dem Mesothorium am meisten benachbarte Casein getrennt 
yon dem anderen zu erhalten; ja man konnte ohne Schwierigkeiten 
noch einen Schritt weiter 


gehen und obendrein noch Kasein I 






durch Filterung die Inten- 
sitat der Bestrahlung mit 
der Entfernung von dem | 
Mesothorium abdampfen. Mastin | 
Man konnte so z. B. bei 


einem Versuch drei be- - 100% _ 


| 
— 


" . - 160% 
strahlte Caseinproben  iso- be 2009 ~ 
liert erhalten, von denen Abb 1: 


die erste in der unmittel- 

baren Nachbarschaft des Mesothoriums gelegen hatte, die zweite, 
von der ersten und dritten durch je ein Metallfilter getrennt, in einer 
gewissen Entfernung vom Mesothorium sich befunden hatte, und die 
dritte die auBerste Schicht an der Peripherie gewesen war. 


Im einzelnen wurde der Versuch so durchgefiihrt, daB man eine gréBere 
Metallschale mit Casein so weit fiillte, da auf das Casein eine kleinere 
Metallschale gesetzt werden konnte unter Wahrung des gleichen Niveaus 
der oberen Rander der Schale. Der Zwischenraum zwischen beiden Schalen 
war vollstandig bis zum oberen Rand mit Casein ausgefiillt. In die kleinere 
Schale verbrachte man abermals Casein, setzte darauf noch eine kleinere 
Schale, die ebenfalls mit Casein angefiillt war. So hatte man schlieBlich 
eine Halbkugel mit drei Fachern in ihrer Héhlung und drei konzentrischen 
Caseinschichten, die durch Eisenblech getrennt waren. Die gesamte obere 
Offnung der Halbkugel wurde mit einem Blatt Pappe zugedeckt, mitten 
auf die Pappe iiber dem Mittelpunkt der Halbkugel legte man 100mg Meso- 
thorium. Es wurde 120000 Milligrammstunden bestrahlt. Eine Milligramm- 
stunde entspricht der Strahlung von | mg Mesothorium wahrend | Stunde. 
Die Abb. 1 stellt die GréBenverhaltnisse der Versuchsapparatur genau 
dar. Die Bestrahlung wurde in dankenswerter Weise in dem radiologischen 
Laboratorium der Auergesellschaft (Degea) in Berlin von dessen Leiter. 
Herrn Dr. Maz Wolf, auf unsere Bitte hin ausgefiihrt. 


Nach Beendigung der Bestrahlung war ein Unterschied weder 
zwischen den einzelnen Portionen des bestrahlten Caseins, noch auch 
zwischen diesen und dem unbestrahlten Kontrolleasein, das aus dem 
gleichen Caseinvorrat stammte, dem auch das Casein zur Bestrahlung 
entnommen war, zu sehen. 
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Ich habe nun eine vergleichende biologische Priifung des dem 
Mesothorium unmittelbar benachbarten Caseins (CaseinI) und dem 
Casein der an jenes angrenzenden konzentrischen Caseinschicht (Casein IT) 
vorgenommen. 


Die physiologische Untersuchungsmethode war dieselbe, deren sich 
A. Bickel bedient hatte und die in seiner genannten ersten Publikation 
iiber diesen Gegenstand beschrieben ist. Die Versuche wurden hier wie dort 
an miannlichen weiBen Ratten gemacht. Zehn Tiere von durchschnittlich 
etwa 200g Kérpergewicht wurden in einem Stoffwechselkifig gehalten. 
Der 24stiindige Sammelharn wurde tiglich, der Kot periodenweise, analy- 
siert. Jede Versuchsperiode bestand aus 7 Tagen, von denen immer nur 
fiir die 5 letzten Tage die Analysen gemacht wurden; wahrend der ganzen 
Periode aber wurde immer das fiir die jeweilige Periode bestimmte Futter 
verabfolgt. In den beiden ersten Tagen jeder Periode sollte in den Fallen, 
in denen die Diit programmaBig geaindert werden muBte, der K6érper Zeit 
haben, sich auf die jeweilige Diat einzustellen. 


1. Woche: Normalcasein 4. Woche: Normalcasein 
2. Woche: Bestrahltes Casein II 5. Woche: Normalcasein 
3. Woche: Bestrahltes Casein II 6. Woche: Bestrahltes Casein I 


Die Zusammensetzung des Futters fiir zehn Tiere war so gewahlt, daB 
taglich von dem jeweils zustandigen Casein 10,0 g gegeben wurden. Dazu 
erhielten die Tiere 30 g Butter, 30 g Zucker, 50 g Starke, 1 g Osbornesches 
Salzgemisch, 10cem frischen Apfelsinensaft und etwa 500 bis 600 ccm 
Wasser. Casein, Zucker, Starke und Salzgemisch wurden zu einem Brei 
gekocht, dem nach dem Erkalten die Vitamintrager Butter und Orangensaft 
zugetiigt wurden. Diese tagliche Nahrungsration wurde von den zehn Ratten 
ausnahmslos quantitativ verzehrt. Die Nahrung enthielt etwa 8,3 % Eiweifi 
in der Trockensubstanz und fiir ein Tier etwa 55 Kalorien. 


Tabelle I. Mittelwerte fiir die einzelnen Versuchsperioden bei 
Berechnung auf ein Tier. 





ee eH C:N Vakat-O:N Vakat-O:C  N-Bilanz Nahrung 
1 203 1,151 1,886 1,637 0,035 Normaleasein 
2 204 0,870 1,726 1,982 0,048 Casein II 
3 196 0,867 1,571 1,811 0,056 Casein II 
4 194 1,035 1,699 1,641 0,051 Normaleasein 
5 192 1,047 1,637 1,564 0.042 
6 189 0,740 1,043 1.400 0,049 Casein I 


Die N-Bilanzwerte sind durchgangig positive Werte. 
Aus der Tabelle [, in der die Versuchsergebnisse zusammengestellt 
sind, ergibt sich folgendes; 


1. DaB die gewahlte Nahrung kalorisch ausreichend ist, geht aus 
der groBen Konstanz des Kérpergewichts in der ersten und zweiten 
Versuchsperiode hervor. Dann aber tritt kontinuierlich durch alle 
Perioden hindurch eine progressive maBige Senkung auf. In den in die 
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i Perioden mit bestrahltem Casein eingeschalteten zwei Perioden mit 
i Normaleaseinernahrung (4. und 5. Woche) ist der Kérpergewichts- 


) verlust am geringsten, wird aber doch nicht mehr ganz durch das 
Normalcasein aufgehalten. 


. 2. Die N-Bilanz halt bis auf die erste Periode, in der sie etwas 

1 niedrig liegt, durch alle Perioden annahernd den gleichen positiven 
g lieg g 

Wert ein. 


3. In allen Perioden, in denen das NahrungseiweiB bestrahltes 
Casein ist, sinken die Harnquotienten C:N und Vakat-O:N. 
. 4. Bei der Ernahrung mit dem stark bestrahiten Casein I. werden 
im Laufe einer Versuchsperiode betrachtlich niedrigere Harnquotienten- 
lagen erreicht, als bei der Ernahrung mit dem schwacher bestrahlten 
Casein IT im Laufe von zwei Versuchsperioden. 

5. Aus diesem Befunde (4.) ergibt sich, daB die Intensitat der 
Anderung des biologischen Verhaltens des bestrahlten Caseins im 
Betriebsstoffwechsel mit der Intensitét der Bestrahlung ungefahr 
parallel geht. 








Bemerkung zur Arbeit ,Eine titrimetrische Bestimmungs- 


methode fiir kleine Mengen Phosphatide, freies Cholesterin, 


Cholesterinester, Neutralfette und Gesamtlipoide des Blutes, des 
Blutplasmas und der Blutkérperchen*. 
Von 
Shigehiro Katsura, Tatsuo Hatakeyama und Kichiro Tajima. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Sendai.) 
(Eingegangen am 7, Dezember 1935.) 

In dieser Zeitschrift 269, 231, 1934 ist unsere Arbeit mit obigem Titel 
erschienen. Spiater haben wir gefunden, daB die betreffenden Ergebnisse durch 
folgende kleine Anderungen des Verfahrens schneller und besser zu erzielen 
sind, 

1. Die 0,2°% ige Digitoninlésung (S. 233, 9.) stelle man nicht mit 
85°>igem, sondern 95 °,igem Alkohol her. 

2. Zur Behandlung der Gesamtlipoide [S. 235, a)] dampfe man den 
Alkoholather im Vd.-Kolben unter vermindertem Druck nicht bei 50°C, 
sondern bet 60 bis 70° C ab. Dadurch wird dann der Alkoholather sehr schnell 
entfernt, und doch tritt dabei kein Verlust der Gesamtlipoide auf. 

3. Zur Fallung des freien Cholesterins [S. 236, ¢)] wird der Rest des 
Atherextraktes im Mischzylinder in einen Kolben gegossen und der Zylinder 
nachgespiilt. an setzt 5cem <Aceton, Leem 0,2° ige Digitoninlésung in 
95 &gigem Alkohol und zuletzt 0,2 com destilliertes Wasser hinzu und erwdrmt 
auf dem Wasserbad etwa 10 bis 15 Minuten lang bei 50 bis 60° C. Dann steigert 
man die Temperatur des Wasserbades bis zum Sieden und trocknet den 
Inhalt des Kolbens bei Siedetemperatur. Nachdem die Wassertropfen auf dem 
Boden makroskopisch vollstandig abgedampft sind, setzt man dieses Erhitzen 
noch 10 Minuten fort und vertreibt schlieBlich die an der Kolbenwand haftenden 
Wassertropfen mit dem elektrischen Fdcher. Der getrockneten Masse setzt 
man 8cem Ather zu, liBt sie im Wasserbade sanft sieden und verfahrt 
weiter, wie auf 8. 236, c) beschrieben worden ist. 

4. Bei der Verseifung des Gesamtcholesterins [S. 236, d)] wird das Sieden 
des Blut- oder Plasmaextrakts mit Natronlauge nicht bis zum vollstandigen 
Abdampfen des Alkohols fortgesetzt, sondern nur so lange bis noch etwa 
1 bis 0,5 com Flissigkeit tébrig ist. Man setzt 1 cem 1 mol. Phosphorsaéure 
usw. hinzu und verfahrt wie dort bei d) beschrieben wurde. Der Petrol- 
ather wird dann abgedampft und nochmals in etwa 8cem Ather gelést. 
Danach wird ohne Filtrierpapier in einen Mischzylinder gegossen, nach- 
gespilt und der Zylinder bei Zimmertemperatur bis auf 10,0 cem aufgefiillt. 

5. Bei der Fallung des Gesamtcholesterins wird genau so wie bet freiem 
Cholesterin nach obiger Beschreibung verfahren. 
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Untersuchungen iiber das Unverseifbare aus Rattenfizes. 

Von 
Esther Ammundsen. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 4, Dezember 1935.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 
3 deuten darauf hin, daB der Sterin- 
umsatz bei Ratten in gewissen Beziehungen quantitativ etwas anders 
verlauft wie bei anderen Tieren. Auf Veranlassung von Dr. H. Dam 
habe ich deswegen an Ratten den Sattigungsgrad der Kotsterine sowie 
die qualitative Beschaffenheit der gesattigten Sterine bei Milch- und 
Fleischnahrung untersucht und auBerdem die nicht digitoninfallbaren 
Stoffe mittels der chromatographischen Adsorptionsanalyse zu trennen 
versucht ?. 


Verschiedene Angaben! ?: 


Die mit der letzterwahnten Methode gewonnenen Ergebnisse werden 
hier mitgeteilt, weil die Methode anscheinend, wenn man von einer 
groBeren Menge Kot ausgeht, fiir die Isolierung einer oder mehrerer 
friiher nicht besprochener kristallinischer Substanzen verwendbar ist, 
die aber in so geringer Menge vorhanden sind, daB es mit den Substanz- 
mengen, die zu meiner Verfiigung standen, unméglich war, eine ge- 
nauere Untersuchung durchzufiihren. 

Fiir die Untersuchung des Sattigungsgrades wurde die Bromierungs- 
methode von Schénheimer® herangezogen. Fir die Untersuchung der 
gesattigten Sterine benutzte ich die verschiedene Léslichkeit der Sterin- 
digitonide in Methylalkchol (Dam). Schon in der erwaihnten Arbeit 
machte Dam darauf aufmerksam, daB man mit neuen Reagenzien die 
Loslichkeitskurve von neuem aufnehmen mu, weil u. a. der Wasser- 
gehalt des Methylalkohols die Léslichkeit der Digitonide in hohem 
Grade beeinfluBt. Die verschiedenen Fehlerquellen dieser Methode 
sind deshalb gleichzeitig naher untersucht worden. 

Fiir die Bestimmung der Kurve wurde Koprosterin vom Schmelz- 
punkt 100° bis 101°, aus Kot hervorgestellt, angewandt (Abb. 1). 

Man sieht also, daB die Methode nur dann verwendet werden kann, 
wenn man, nach den Angaben von Dam, mit jedem Methylalkoholpraparat 


' Beumer, diese Zeitschr. 259, 471, 1933. 2 Dam u. Starup, ebenda 
274, 118, 1934. 3 Dam u. Brun, ebenda 276, 273, 1935. ' Siehe auch 
Bossert, Page u. Menschick, ebenda 268, 93, 1934. — ° Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 192, 77, 1930. 6 Sterinernes biol. Betydning, Habilationsschrift, 


Kopenhagen, 1933. 
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die Endpunkte der Kurve und am besten auch die Léslichkeit ver- 
schiedener Mischungen aus Kopro- und Dihydrocholesterin bestimmt hat, 
und endlich natiirlich sorgfaltig jeden Zutritt von Feuchtigkeit ver- 
meidet. 

Fiir die Untersuchungen iiber das Unverseifbare in Fazes wurde Kot 
von neun Ratten 1. in 6 Wochen auf Trockenmilchdiat, 2. in 3 Wochen auf 
Fleisch- und Fleischmehldiat gesammelt. 

Versuch 1. Auf Trockenmilehdiait gewann man nach Extraktion mit 
Alkohol und Ather und zweimaliger Verseifung mit methylalkoholischer 
KOH 1,67 ¢ Unverseifbares, von welchem 49,6°, (818 mg) digitonin- 


fallbar war. 
=— Dhyaro : 
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Abb. 1. 

Fiir die Untersuchung verwendete man reinen ,wasserfreien* Methylalkohol, der zwei- 
mal tiber Ca destilliert war und im Exsikkator iiber konzentrierter Schwefelséure aufbewahrt 
wurde. Abszisse = Verhiltnis zwischen Kopro- und Dihydrocholesterin in °/9. Ordinate = mg 
in 2cem Methylalkohollésung. Fiir die Versuche iiber den EinfluBb verschiedener Faktoren wurde 
zunichst Cholesterindigitonid, das praktisch dieselbe Léslichkeit wie Dihydrocholesterin- 
digitonid hat, angewandt. 

Wie erwartet, ergab sich, da® die wichtigste Fehlerquelle der Wassergehalt des 
Methylalkohols ist, da der Zusatz von 1°/9 Wasser die Lislichkeit von 27,1mg auf 6,8 mg 
und yon 0,1 °/) Wasser auf 22,4 °/) in 2cem herabsetzte. Umgekehrt bewirkte eine besondere 
Destillation des Methylalkohols iiber Ca, daf die Lislichkeit auf 33,3 mg stieg. Es scheint 
sehr sehwierig zu sein, den Methylalkohol so vollkommen zu entwiissern, dali die Léslichkeit 
der Sterindigitonide nicht beeinfluBt wird. 

Zusatz von Aceton (4%) und 1%) schien dagegen ohne griferen Einflufs zu sein 
(25,6 mg und 26 mg). 

Fallung mit verschiedenen Digitoninpraiparaten (Merck, Hoffmann-La Roche) ergab an- 
nihernd gleiche Resultate, Verlangerung der Fillungszeit (von 24 bis 72 Stunden) bewirkte 
dagegen eine Erhéhung der Léslichkeit. 


Der Sattigungsgrad der Sterine wurde vor und nach Bromzusatz 
bestimmt und wurde zu 40,2°, gefunden. 

Die Léslichkeit der Digitonide der gesittigten Sterine war etwas 
hdher (85,5 mg in 2cem) als die des reinen Koprosterindigitonids, was mit 
den Ergebnissen von Dam! fiir Menschenkot iibereinstimmt. 

Versuch 2. Bei Fleischdiat betrug das Unverseifbare 2,014 g, wovon 
49,4, (997,5 mg) digitoninfallbar war. Der Sattigungsgrad war 43°). Die 
Léslichkeit der gesittigten Sterindigitonide war 89,1 mg (pro 2 ccm), also 
auch etwas hoher als die des reinen Koprosterindigitonids,. 

Man sieht hieraus, daB bei Ratten auch bei Fleischdiat keine weitgehende 
Hydrierung stattfindet, so wie es bei vielen anderen Tieren und beim Men- 


' Dam, Disp. 1933. 
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schen der Fall ist, was auf die besondere Bakterienflora im Darmtraktus der 
Ratten (Orla Jensen') zuriickgefiihrt werden muls. 

Das nicht Digitoninfallbare war eine gelbliche homogene Masse, die eine 
positive Liebermann-Burchard-Reaktion zeigte. 

Man versuchte jetzt, diese Stoffe teils mit Hilfe der chromatographi- 
schen Adsorption an Al, O,, CaCO, und Ca QO, teils durch Destillation im Hoch- 
vakuum zu trennen, um mdéglichst einen einzelnen Stoff mit positiver Lieber- 
mann-Burchard-Reaktion zu isolieren. Dies gelang indessen nicht. Die 
Liebermann-Burchard-Reaktion wurde allmahlich schwacher und ver- 
schwand zuletzt ganz wahrend der Aufarbeitung der verschiedenen Frak- 
tionen, so da man annehmen mu, daB es sich um eine sehr geringe Stoff- 
menge gehandelt hat. Wahrscheinlich handelt es sich doch nicht um Sterine, 
die sich der Digitoninfallung entzogen haben, da eine Wiederholung der 
Digitoninfallung mit nachfolgendem Eindampfen im Vakuum die Stirke 
der Reaktion nicht anderte. 

Die Ergebnisse der Chromatogrammversuche sind schematisch dargestellt. 

Man versuchte die Substanzmenge in Petrolather gelést durch 
eine Saéule aus Al,O, zu filtrieren. Hierbei wurden oben eine gelbe Zone (1), 
danach eine ungefarbte (2) und endlich ein Filtrat (3) erhalten. 

Zone (1) wurde danach durch das schwiacher adsorbierende CaCO, 
filtriert. Hierbei lief die Hauptmenge durch und Zonen kamen nicht zum 
Vorschein. Man versuchte dann, den Durehlauf durch CaO (das be- 
kanntlich eine Zwischenstelle zwischen Al,O, und CaCO, einnimmt) zu 
filtrieren. Hier blieb indessen alles hangen ohne jede Scheidung in Zonen, 
so daB man durch CaCO, oder CaO keine Trennung der Stoffe erreichte. 

Die Hauptmenge, die zuerst zwischen Petrolather und 90° igem 
Methylalkohol verteilt wurde (viermalige Ausschiittelung), wurde deshalb 
nur durch Al, O, filtriert. 

Das Filtrat des Chromatogramms der Petrolatherfraktion enthielt 
45 mg _ kristallinischer Substanz (  Liebermann-Burchard-Reaktion), die 
als Cetylalkohol identifiziert werden konnte (friiher von Gardner? und Schén- 
heimer® gefunden). Die Substanz destillierte im Hochvakuum (*/,9,,mm Hg) bei 
100 bis 108° tiber, hatte den Schmelzpunkt 44 bis 49°, nach Umkristallisation 
in Alkohol 48 bis 50°. (Ein Cetylalkoholpraparat von Merck hatte den 
Schmelzpunkt 47 bis 49°. Mischschmelzpunkt von beiden 46 bis 48°.) 

Die gesamten Methylalkoholfraktionen wurden an Al,QO, adsorbiert ; 
im untersten ungefarbten Teil der Saule wurden 4 mg kristallinischer Sub- 
stanz gefunden, die keine Liebermann-Burchard-Reaktion zeigte, im Hoch- 
vakuum bei 75 bis 80° iiberdestillierte, sich aber wegen ihrer geringen Menge 
einer genaueren Untersuchung entzog. 

Die tibrigen Fraktionen waren alle stickstofffreie, homogene, gelbliche 
Substanzen, die keine oder éuBerst schwache Liebermann-Burchard-Reaktion 
ergaben. Durch Destillation im Hochvakuum erreichte man keine effektive 
Trennung. 

Zusammenfassung. 


Der Sattigungsgrad der Kotsterine der Ratte auf Trockenmilch- 
diat und auf Fleischdiaét wurde beinahe gleich und zu ungefahr 40°, 
gefunden. 


1 Maelkeritidende Nr. 19, 1934. — * Gardner u. Fox, Proe. Roy. Soe. 
B, 92, 358, 1921. 3 Schénheimer u. Hilgdag, J. of biol. Chem. 105, 78, 
1934. 
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Die Léslichkeiten der Digitonide der gesattigten Kotsterine in 
Methylalkohol auf Fleisch- und Milchdiaét ist etwa gleich groB und 
etwas héher als die des reinen Koprosterins. 

Die Fehlerquellen der Methode zur Bestimmung des Verhaltnisses 
zwischen Koprosterin und Dihydrocholesterin in Mischungen von beiden 
durch die verschiedene Léslichkeit der Sterindigitonide in Methylalkohol 
wurden untersucht. Es zeigte sich, daB der Wassergehalt des Methyl- 
alkohols eine groBe Rolle spielt, wogegen ein Acetongehalt oder die 
Verwendung verschiedener Digitonidpraparate beinahe ohne EinfluB ist. 

Das Unverseifbare aus Rattenfaizes gibt positive Lieberman .- 
Burchard-Reaktion. Man versuchte, die Stoffe durch chromatographische 
Adsorption an Al,O,, CaCO, und CaQ, auBerdem durch Destillation 
im Hochvakuum zu unterscheiden. Dabei wurde Cetylalkohol (der sich 
nicht adsorbieren lie) isoliert, zusammen mit einem anderen kristallini- 
schen Stoff, dessen Menge fiir eine genauere Untersuchung nicht aus- 
reichte. Die Liebermann-Burchard-Reaktion verschwand in allen 
Fraktionen wahrend der Aufarbeitung. 





Uber das Vorkommen des Serumvitellins im Blute 
der Wirbeltiere'. 
Von 
M. Laskowski. 
(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschuk 
in Warschau.) 


(Eingegangen am 6. Januar 1936.) 


Das Auftreten von Phosphoproteid im Blutplasma von Henne 
wahrend der Legezeit wurde gleichzeitig von Roepke und Hughes* 
sowie von Laskowski® beschrieben. Laskowski + erhielt aus dem Hiihner 
blut ein relativ gereinigtes Phosphoproteidpraparat und schlug dafii 
den Namen Serumvitellin vor. 





Ruheperiode 


P P 
P Pp Pp ges. ges. 
8 l p ber. ef. Anmerkunyer 


mg/cem mgiecem mgicem mgicem mg ecem 


Aves: 
Anas boscas L.. . . . . | 0,029 | 0,161 0 0,190 O185 3. X.letzte Kiablag: 
Gennaens nycthemerus L. 0,965 0,052 0) 0,117 10. X. nicht leger 
Cairina moschata Flemm. 0,088 | 0,125 0 0,163 ; 0,175 || 10. x 
Anser sinensis Steph. . . 0,035 | 0,109 0 0,144 | 0,143 10. X. 
Reptilia : 
Emys orbicularis L.. . . 0,022| 0,027 0 0,049 | 0,042) 14. xX. &* 
* 0.019 0,038 0,006 0.061 | 0,066 ‘EL SC 
0,022 0.066 0.096 0.094 | 0,086 14. X. dasgrifte! 
rium 4mm | 
Amphibia : 
Rana temporaria L.. . . 0,074 | 0,036 9,011 0,121 0,135 21. IIL. Hem. ) 82": 
" ‘ 0,079 | 0,018 0,009 0,106 | 0,112 | 22. Tl. Hem. | psy 
Pisces: 
Trutta irridea L. . . . 0,086 0,034 0,003 0,073 | 0,092. 23. IIT. “Bes 


” ” ~ .. . 0,070 0,026 0,004 0,100 | 0,112 | 24.10. Hem | jg 
Trutta fario L. . . . . . | 0,114 | 0,133 | 0,012 | 0,259 1. XI. O& Hem. 


Tinea vulgaris Cuv. . . . 0,070 0,122 0,006 0198) — SF: 


' Teilweise mit Unterstiitzung des Fonds der Nationalen Kultur aus- 
gefiihrt. 2 RR. R. Répkeu. J. S. Hughes, J. of biol. Chem. 108, 79, 1935. — 
3M. Laskowski, diese Zeitschr. 275, 293, 1935. + Derselbe, ebenda 2738, 
345, 1935. 
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Ks war das Ziel der vorliegenden Arbeit, zu untersuchen, ob das 


Erscheinen des Phosphoproteids im Blutplasma wahrend der Eireifung 
nur fiir gewisse Arten charakteristisch ist, oder ob dieses Phanomen 
allgemein bei allen sich 
Wirbeltieren auftritt. 
Phosphorverbindungen im Blutplasma einiger Wirbeltierarten (mit Aus- 
nahme der Séugetiere) in verschiedenen Zeitpunkten des Eireifungs- 
eyclus. Ich bemihte mich, das Material so auszuwahlen, da die wich- 


durch polilecythale Eier fortpflanzenden 


Zur Klarung dieser Frage bestimmte ich die 


tigeren Tierklassen vertreten waren. Von den Végeln untersuchte 
Tieren mit durch Zuchtwahl 
vergréBerter Eiproduktion und drei Arten von wilden Végeln. Bei 
den tibrigen Arten war die Méglichkeit der Materialerlangung mab- 
gebend. 


ich die Hausente als Vertreterin von 


Das Blut entnahm ich bei Végeln aus der Fliigelvene ohne Narkose, 
wobei ich zur Verhinderung der Gerinnung Citrat anwandte. Bei den iibrigen 
Tieren entnahm ich nach vorheriger Unterbindung der Aorta das Blut aus 








38 


051 
103 


Eireifungsperiode 


) » 
P Pp I ges. I ges. 
l p ber gef. Anmerkungen 


mg,ccem mg cem mg cem mg cem 





0,350 0,191 0,594 0,625 15. 1V. Legeperiode 

0.550 0,230 0.904 0.960 15. 1V 

0.485 0,099 0.676 0,650 18. IV. 

0,275 0,103 0,449 18. IV. a 

0,300 0.094 0.432 _ 18. 1V 

O14 0,091 0.253 0.256 15- VI.) im Oreste Kier in 
Lard ’ nae sr *' allen Stadien. in Ovi- 

0,150 0,218 0,471 0.480 18. VI. | Guetus 12 bis 18 Kier 

0,300 0,180 0,535 0,552 1. XI. 4 bis 6 Wochen vor dem 

Laichen 
0,148 0,101 0,427 0.450 29. VI. Hem., 2 bis 3 Wochen vor 


dem Herzen; die Tiere wurden 


narkotisiert. 


Bei den Vertretern 


nicht hiémolysiertes Blutplasma 


gewinnen. 


dem Laichen 


mit Urethan oder mit Chloroform-Ather 
der Ichthiopsida war es sehr schwierig, ein 
Ich bemiihte mich, der 
Hamolyse durch Paraffinieren der GefiSe und durch Zugabe méglichst 
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kleiner Mengen von Citrat vorzubeugen. ‘Trotz dieser Vorsicht gelang es 
nur in einigen Fallen, ein Blutplasma véllig ohne Hamolyse zu erhalten. Die 
Methoden der Abtrennung und Bestimmung der Phosphorverbindungen 
waren dieselben wie in den vorigen Arbeiten. 

In Tabelle I fiihre ich die erhaltenen Ergebnisse an. Bei allen unter- 
suchten Arten der Sauropsida laBt sich wahrend der Legezeit eine deut 
liche Vermehrung des Gesamtphosphorgehalts im Blutplasma_ fest 
stellen. Diese Zunahme ist ahnlich wie beim Huhn durch die Zunahme 
der Lipoidphosphorfraktion (P,) sowie durch das Auftreten der Protein 
phosphorfraktion (P,,) entstanden. Der saurelésliche Phosphor (P, ) 
erfahrt eine verhaltnismabig geringe Vermehrung. 

Bei den Ichthiopsiden fand ich in der Periode unmittelbar vor 
der Kiablage weder grobe Mengen Gesamtphosphor noch Phospho- 
proteid. Die gefundenen Proteinphosphormengen liegen innerhalb 
der Fehlergrenze der Methode, besonders wenn man die geringen Blut- 
plasmamengen sowie die Hamolyse in Betracht zieht. Dagegen kann 
man einige Wochen vor dem Laichen (bei der Forelle) eine Vermehrung 
des Gesamtphosphors und das Vorhandensein des Eiweifphosphors 
feststellen. Diese Erscheinung laBt sich in der Weise erklaren, dal in 
der dem Laichen unmittelbar vorhergehenden Periode die mit der 
Kigelbbildung verbundenen chemischen Prozesse schon abgeschlossen 
sind. In allen Fallen, in denen ich analytisch wesentliche Protein- 
phosphormengen nachweisen konnte, erhielt ich einen deutlichen Nieder- 
schlag nach 10facher Verdiinnung des Blutplasmas mit Wasser (positives 
Ergebnis der Probe auf Serumvitellin; Laskowski 1. c.). 

Beim <Auflésen des bei der Verdiinnung mit Wasser (pu D) 
erhaltenen Niederschlags in gesattigter Kochsalzlésung (wie _ bei 
den Versuchen mit Hiihnern beschrieben) erhielt ich aus dem 
Blutplasma der Schildkréte und der Bachforelle Phosphoproteid ; aus 
diesem wurde der Phosphor nach 24stiindiger Hydrolyse in 1%, NaOH 
bei 37°C vollstandig abgespalten. Der Phosphorgehalt betrug in den 
Praparaten: 


aus dem Blutplasma der Bachforelle (1. November 1935) . . . 0,65 % 
aus dem Blutplasma der Schildkréte (15. Juni 1935)... ©. 0.87% 
mittlerer Phosphorgehalt im Serumvitellin des Huhns . . . . 0.88% 


Obwohl die Analysen nur an einigen ausgewahlten Tierarten 
durchgefiihrt wurden, lassen die Ergebnisse doch annehmen, dab all- 
gemein das Serumvitellin im Blutplasma der weiblichen Wirbeltiere, die 
kein Casein besitzen, wahrend der Eireifungsperiode auftritt. Die 
Kireifungsperiode bei den Vertretern der untersuchten Klassen ist 
vom chemischen Standpunkt analog der Lactation der Saugetiere, 
nicht ihrer Ovulation. 

Infolge der 4uBerst geringen Kenntnisse iiber den Bau der Phospho- 
proteide ist die Nomenklatur dieser Verbindungen recht verwickelt. 
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ber Ausdruck ,,Casein’ wird zur Bezeichnung des Phosphoproteids 
der Milch aller Arten verwandt (analog dem Ausdruck .,SSerumalbumin‘’). 
Dagegen verwendeten wir den Namen Vitellin gewéhnlich nur fiir das 
Phosphoproteid des Hiithnereies und bezeichnen mit dem Namen Ich- 
thulin, Clupeovin die Phosphoproteide der fischeier. Zur Verein- 
fachung wiirde es zweckmabig sein, alle Eiphosphoproteide Ovovitellin 
und alle Blutplasmaphosphoproteide Serumvitellin zu nennen. Es 
scheint aber so, daB diese Namen bei der weiteren Entwicklung unseres 
Wissens Synonyme werden. Es ist gleichfalls méglich, dal diese ana- 
tomische Kinteilung sich mit dem Fortschreiten unserer Kenntnisse 
iiber den Bau der Phosphoproteide als nicht ausreichend erweist ; 
vegenwartig jedoch erscheint sie zweckmabig mit Riicksicht auf die 
Vereinfachung der Nomenklatur. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Dr. J. Zabinski, Direktor des 


Zoologischen Gartens, sowie Herrn Ing. Grabowski, Administrator der 
Giter Zloty Potok, fiir die Zuwendung von Tiermaterial zu danken. 








Uber die Form der Polypeptidketten. 
I. Notiz iiber das d, l-Alanin-Hexapeptid, 
Von 
Grundo Boehm. 

(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 

(Eingegangen am 8. Januar 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Uber die Form der Polypeptidketten in Lésung hat sich eine ein- 
heitliche Anschauung bisher nicht durchsetzen kénnen. Die raumliche 
Konfiguration derartiger Verbindungen hat deshalb ei besonderes 
Interesse, weil die synthetischen Polypeptide beliebiger GréBe weit 
besser als z. B. die Polyacrylsiure als Modelle der EiweiBsubstanzen 
dienen kénnen, bei welchen heute die molekular- bzw. micellarmorpho- 
logische Betrachtungsweise im Zusammenhang mit der Frage der 
Strukturbildung im Organismus (z. B. Blutgerinnung) oder Struktur- 
veranderung (z. B. Muskelkontraktion) zunehmend an Bedeutung 
gewinnt. 

Bei den Proteinen hat sich ergeben, daB die Einzelteilchen in 
Losung (die ,,Micellen*’) ganz auBerordentliche Formverschiedenheiten 
zeigen: Mehr oder weniger ausgepragte Fadenform findet sich bei 
Ovoglobulin!, StromaeiweiB*, Myosin®, Linsenalbumoid?* und Fi- 
brinogen®: Kugelmicellen liegen u.a. bei Ovalbumin', Serum- 
globulin® usw. vor. Bei diesen EiweiBkérpern ist zwar der Gehalt 
an den einzelnen Aminoséuren annahernd ermittelt: es laBt sich aber 
durchaus nicht sagen, weshalb eines dieser Proteine Kugel- oder Faden- 
micellen bildet. Bei den synthetischen Polypeptiden ist nicht nur der 
Anteil der Aminosauren, sondern auch ihre Verknipfung genau bekannt : 
Man wird also méglicherweise bei diesen Verbindungen einmal in det 
Lage sein, Beziehung zwischen der Teilchenform und der chemischen 
Konstitution zu finden. 

Nach der bekannten Strukturformel miBten die Polypeptide im 
wesentlichen die gleichen gestreckten Ketten darstellen, wie sie bei 


Paraffinen, Fettsduren usw. in festem und auch im gelésten Zustande 


erwiesen sind. Die vorhandenen stark polaren Gruppen ...COQO- 


© Ga. Boehmu. R. Siqner, Helv. chim. Acta 14, 1370, 1931. 2G). Boehm, 
diese Zeitschr. 282, 32, 1935. — * A. L. v. Muralt u. J. T. Edsall, J. of biol. 
Chem. 89, 315, 351, 1930. 4G. Boehm, Klin. Monatsbl. f. Augenheilkde. 
92, 347, 1934. > G. Boehm u. R. Signer, Klin. Wochenschr. U1, 599, 


1932. 
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und ...NHg, sollen sich aber, nach der bekannten Arbeitshypothese 
von K.H. Meyer!, in Lésung annahern und absattigen. so da ganz 
allzemein Ketten mit einem Zwitterionencharakter (also Eiweibe, 
ferner Polypeptide und Aminosaéuren) bei isoelektrischer Reaktion ,,zu 
einem komplizierten Knauel zusammengerollt*’ bzw. zu einer Spirale 


oder einer gekrimmten Kette deformiert wiirden. Durch einsinnige 
Aufladung kénnte sich ein solches Gebilde zu einer gestreckten Kette 
umbilden. 

Im Kristallgitter sollte dagegen eine Absattigung der polaren 
Gruppen ohne Einrollung, und zwar mit solchen eines Nachbarmolekiils, 
moglich sein®. Tatsachlich hat Lenel® gefunden, da® bei einigen kristalli-. 
sierten Polypeptiden die Molekiile ,,ziemlich gerade gestreckt im Gitter 
angeordnet sind’. Bei der/Kristallisation miiBten sich also die — nach 
K. H. Meyer zusammengerollten Molekiile erst aufknaulen und sich 
dann als gerade Kette in das Polypeptidgitter einfiigen. Es ist einiger- 
maben schwierig wenigstens bei den héheren Polypeptiden — sich 
soleche erheblichen Formanderungen vorzustellen, auch wenn hierfiir 
gréBere KEnergieinderungen nicht erforderlich! sein sollten. 

Kine Formanalyse der Polypeptide in Lésung ist bisher mit Hilfe 
der Messung der Dielektrizitatskonstante vorgenommen worden: Die 
Ergebnisse haben zu einander entgegengesetzten Meinungen gefiihrt. 
Wahrend Wyman und Me Meekin*, ferner Devoto® aus den dielektri- 
schen Eigenschaften der Polypeptidlésungen auf eine Stabform der Molekiile 
schlieBen, glaubt W. Auhn® aus den Versuchsresultaten das Gegenteil 
berechnen zu kénnen: in den Lésungen (und auch in denen der Amino- 
sduren) sollen Anduel vorliegen. Es diirfte deshalb von Wichtigkeit 
sein, weiteres Versuchsmaterial an Polypeptiden mit anderer Methodik 
beizubringen, um damit zur Entscheidung in dieser Frage beizutragen. 

Zunachst ist festzustellen, daB nicht in allen Fallen nur von der Form 
der Polypeptidmolekiile gesprochen werden kann, da fiir einige Verbindungen 
dieser Art die Existenz von Assoziaten, die die GréBe von Kolloidpartikeln 
erreichen kénnen und die wohl mit den echt gelésten Molekiilen in einem 


'K.H. Meyer, diese Zeitschr. 214, 253, 269, 1929; A. H. Meyeru. H. Mark, 
Der Aufbau der hochpolymeren organischen Naturstoffe 19380, S. 233, 240. 


2 R. Kuhn, Naturwiss. 20, 618, 1932. — ° F. V. Lenel, Zeitschr. f. 
Kristallogr. Sl, 224, 1932; K.H. Meyer u. Y.Go, Helv. chim. acta 17%, 
1488, 1934. 1 J. Wyman jrou. T.L. Me Meekin, J. amer. chem. soc. 55, 


908, 1933. Der dielektrische Koeffizient nimmt geradlinig mit der zu- 
nehmenden Kettenlinge in einer aufsteigenden Glycin-Polypeptidreihe zu. 

5 G', Devoto, Zeitschr. f. Elektrochem. 40, 490, 1984; s. auch L. Cavallaro, 
Arch. d. sci. biolog. 20, 567, 1934. ® W. Kuhn u. H. Martin, Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 67, 1526, 1934. Der nach Beriicksichtigung bestimmter 
Korrekturen berechenbare Effektivwert des Dipolmoments des Glycin- 
Heptapeptids soll fiir eine Anduelform sprechen. Entgegnung hierzu: 
G. Devoto, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 67, 1985, 1934. 
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Gleichgewicht stehen, erwiesen ist. Abderhalden hat gefunden, daB typisch 


kolloide Eigenschaften in einer aufsteigenden Polypeptidreihe friihzeitig 
dann auftreten, wenn diese Substanzen um den gleichen Aminosaure- 
baustein vergr6Bert werden!. Die Formanalyse kann demnach in bestimmten 
Fallen eine solche der Kolloidteilehen sein. Aus der Form der Micellen 
kénnen dann unter gewissen Voraussetzungen Riickschliisse auf die Form 
der Molekiile gezogen werden. In der vorliegenden Untersuchung des 
Hexapeptids aus d,1-Alanin wurde die an zahlreichen EiweiBkérpern 
bewahrte Priifung der Strémungsdoppelbrechung in Verbindung mit 
ultramikroskopischen Beobachtungen und dem Verhalten der Viskositat 
angewencdet. 
Substanz. 


Zur Verwendung kam ein von Herrn Geheimrat Abderhalden syntheti- 
siertes und liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestelltes Praparat von 
d, |-Alanin-Hexapeptid. Etwa 20 mg wurden lingere Zeit (zusammen etwa 
24 Stunden in Abschnitten) in destilliertem Wasser geschiittelt. Bei ge- 
eigneten Mengenverhialtnissen resultiert eine zunichst einigermaBen stabile, 
maBig getriibte Suspension, die ganz ausgesprochene ,,Schlieren‘ zeigt, wie 
das bereits von Abderhalden und Heumann? beobachtet wurde. (Dieses 
Phanomen ist an sich schon ein Hinweis auf eine anisodiametrische Form 
der Micellen.) Der ,,Seidenglanz** der Lésung nimmt nach langerem Stehen 
zunehmend ab; es bilden sich kleine Flocken, die schneller sedimentieren, 
ohne daB Schimmelbildung nachweisbar ist. Die durch zweistiindiges 
scharfstes Zentrifugieren erhaltenen klareren Lésungen erwiesen sich mehr- 
fach auch nicht voéllig bestandig, da sie gelegentlich ohne ersichtlichen Grund 
bei langerem Aufbewahren zunehmend triiber wurden und Flockenbildung 
zeigten. Wegen dieser Inkonstanz, die die Reproduzierbarkeit der Messungen 
erschwert, werden genaue Zahlenangaben nur von einer’ ,,schlierenden“ 
Lésung (5 Tage alt mit 0,075 g/100 cem H,O) und von einer optisch nicht 
auflésbaren Solution (7 Tage alt mit 0,032 g/100 cem H,O) gegeben. 


Methode. 


Fiir die ultramikroskopische Untersuchung wurde ein Kardioidkondensor 
(Reiche:t) verwendet. Die Viskositatsmessungen erfolgten in einem tem- 
peraturkonstanten Viskosimeter nach Ubbelohde. Zur Priifung der Stré- 
mungsdoppelbrechung kam die in vorangehenden Arbeiten*® beschriebene 
Rotationsapparatur zur Verwendung, bei der durch verschiedene Rotations- 
kérper das Gefalle der Str6mung zwischen 20 und etwa 8000 variiert werden 
konnte und bei der der MeBbereich nach oben durch ein Gipsblaittchen 
dritter und vierter Ordnung erheblich erweitert war. 


Ergebnisse. 
1. Ultramikroskop. 
Bei der ,,schlierenden“ Lésung ist das Gesichtsfeld fast aus- 
schlieBlich mit einer Unzahl von sehr langen stabchen- bzw. nadel- 
formigen Teilchen erfiillt, die sich je nach ihrer GréBe in mehr oder 


! Zusammenfassung bei FE. Abderhalden u. E. Haase, Helv. chim. acta 
15, 717, 1932. — ? EB. Abderhalden u. J. Heumann, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 205, 271, 1932. 3G. Boehm, diese Zeitschr. 282, 32, 1935. 
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weniger starker Bewegung befinden und dabei deutlich das ,,Funkel 
phanomen® zeigen. Auch ohne Anwendung einer Azimutblende ist das 
Bild eindeutig; man gewinnt den Eindruck, daB recht starre Nadelchen 
vorliegen, die anscheinend nicht in Form einer Perlschnur aus kugel- 
férmigen Teilchen zusammengesetzt sind }. 


Die ,,.klare‘* Lésung zeigte, abgesehen von gelegentlich erscheinenden 
ganz vereinzelten Nadeln, nur ein mit den gegebenen Hilfsmitteln nicht 
auflésbares Streulicht. 

2. Viskositat. 

, Hlastische** Eigenschaften sind bei kleinem Strémungsgefalle 
bei dem Sol mit Schlieren ebensowenig nachweisbar, wie bei der klaren 
Lésung, wie das auch bei den kleinen 7,,,-Werten von nur 1,02 bzw. 
1,00, nicht anders zu erwarten ist (Tabelle I und I). 





Tabelle LI. Tabelle LI. 
G "rel G “vel 
2.090 1,00. 734 1.02, 
4910 1,00, 5 270 1.02, 
9 960 1,005 9 830 1,02, 
17 530 1,01, (Turbulenz) 16 780 1,025 
24 109 1,92, (Turbulenz) 
Viskositat des Hexapeptids aus Viskositat des Hexapeptids aus 
d, l-Alanin. Gehalt: 0,032¢/1l00cem — d,1-Alanin. Gehalt: 0,075 ¢/100cem 
H,O (= 0,72 Millimol Liter). H,O ( 1,69 Millimol Liter). 


3. Strémungsdoppelbrechung. 

Kine quantitative Auswertung der Ergebnisse wird dadurch fast un- 
moéglich gemacht, daB die festzustellende Anisotropie inkonstant ist. Ins- 
besondere macht sich das bei den Solutionen mit den nadelf6rmigen Teilchen 
bemerkbar, bei der die Mebergebnisse sowohl bei kurz hintereinander, als 
auch nach Tagen wiederholter Beobachtung voneinander abweichen. Der 
Grund diirfte darin liegen, dali, wie schon bei dem unbestandigen ,,Schlieren* 
erwihnt und wie es auch von Abderhalden 6fters bei Polypeptidlésungen 
beschrieben worden ist, an den sub- und amikroskopischen Kolloidteilchen 
von selber fortlaufend Veranderungen vor sich gehen? (Zu- oder Abnahme 
der TeilchengréBe, der Hydratation usw.), die durch die mechanische 
Beanspruchung bei der Messung in nicht iibersehbarer Weise beeinfluBt 
werden kénnen. Eingehende Angaben iiber den ermittelten ,,Gangunter- 
schied** bei verschieden alten und mehrfach gemessenen Solen sind deshalb 
fiir die vorliegende Fragestellung zunachst nicht von Wichtigkeit. Mit dem 
Gehalt der Lésung kénnte der Anisotropiewert nicht in eine feststehende 
Beziehung gebracht werden. 

' Den wahren Wert eines mittleren Teilechendurchmessers kann man 
also durch Auszahlung usw. nicht gut ermitteln. Vgl. Wo. Ostwald, Licht 
u. Farbe in Kolloiden 1, 195, 1924. 2 Z. B. fiir die vorliegende Verbin- 
dung: FE. Abderhalden u. J. Hewmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 205, 273, 
1932. 





326 G. Boehm: 


In der ,,schlierenden’’ Lésung zeigt sich folgendes: Schwacher 
Anstieg der positiven Doppelbrechung (nm, — n, . 10~®) mit zu- 
nehmendem Gefalle (G), scneinbare Konstanz und dann wieder Abfall. 
Der Ausrichtungswinkel (y) betragt bei kleinem Gefalle etwa 85°, um 
dann auf den konstanten Wert von 87° zu steigen (Tabelle IV, Kurve 2). 
Die Konstanz ist wahrscheinlich vorgetéuscht und ebenso wie die Ab- 
nahme bei groben Umdrehungszahlen in den ersten Sekunden nach 
dem Beginn der Rotation sind zunachst viel h6here Gangunterschiede (up) 
festzustellen auf die zunehmende Turbulenz zuriickzufiihren. Der 
groBe ,,Kreuzwinkel* von 87° steht in guter Ubereinstimmung mit dem 
ultramikroskopischen Befund langer Nadeln, die im Mittel in dieser 
Kinstellung im Strémungsfeld ausgerichtet werden und sich — aus heute 


Tabelle III. 





G up =| (n,—n,) 10-6 ¥ G ue «| (M — ,.) > 10-6 u 

i . } t 
199 3 0.067 (86°) 2199 5 0,112 87° 
438 5 1,112 87! 7960 4 0,090 (86°) 
792 5 0,112 Sf 


Stro6mungsdoppelbrechung des Hexapeptids aus d, 1-Alanin (0,032 g 
pro 100 cem H,O). Charakter der Doppelbrechung: positiv. 
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Abb. 1. Strémungsdoppelbrechung und Gefille Abb. 2. Strémungsdoppelbrechung 
des d, 1-Alanin-Hexapeptidsols und Gefille des d, l-Alanin-Hexa- 
(0,032 g 100cem H.O). Vgl. Tabelle III. peptidsols (0,075 g100 eem H,0). 


Vgl. Tabelle IV- 


noch nicht genau bekannten Griinden — nicht véllig in die Stromlinien 
in diesem Falle wire der Winkel 90° — legen. Von einer Verzerrung 

der Nadeln in der Langsrichtung und damit von dem Auftreten einer 

Spannungsdoppelbrechung kann wohl keine Rede sein. 


Tabelle IV. 





G uu (n, n,)*10 6 v G uu (n, - Ne, )e 10 6 u 
13,3 52 1,208 &5! 1550 ~=—s664 1,489 87° 
23,9 64 1.489 86° (2870 54 1,255 87°) 
41,9 64 1,489 87° 


Strémungsdoppelbrechung des Hexapeptids aus d,1-Alanin (0,075 g 
pro 100cem H,O). Charakter der Doppelbrechung: positiv. 
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Sehr auffallend ist die Remanenz der Doppelbrechung!: es vergehen 
twa 10 Sekunden, bis nach Aufhéren der Rotation wieder Isotropie vor- 
1anden ist. Man kann sich leicht vorstellen, daB es einiger Zeit bedarf, um 
lie gerichteten Nadeln wieder in den vollig ungeordneten Zustand zu bringen. 

Ein ,,photoelastischer™ Effekt bei Beginn und Ende der Rotation war 
n der ,,Ausl6schstellung’’ stets zu bemerken: er spricht dafiir, daB durch 
eine Verhackung der sichtbaren und unsichtbaren Teilchen eine gewisse 
Strukturierung der Lésung besteht, die einer langer dauernden mechanischen 
Beanspruchung nicht standhilt °. 

In sehr kleinen Gefillsbereichen (unter 15) ist die Doppelbrechung alter 
Losungen in recht verwickelter Weise vom Gefille abhangig: der Gang- 
unterschied zeigt bei zanehmender Umdrehungszahl zunachst eine Abnahme, 
ohne daB sich wesentliche Anderungen des Ausrichtungswinkels ergeben. 
Auf die Einzelheiten, die aus den erwalinten Griinden hier kein besonderes 
Interesse beanspruchen kénnen, soll nicht niher eingegangen werden. 

Das Verhalten der optisch nicht auflésbaren Solution weicht grund- 
satzlich nicht von dem des Sols mit Submikronen ab: Mit zunehmendem 
Gefalle tritt ein Anstieg, dann ,,Konstanz** und Abnehmen der Doppel- 
brechung ein. Der Gangunterschied ist entsprechend der geringen Kon- 
zentration von 0,72 Millimol pro Liter klein; er kann naturgemaB mit 
dem bei dem schlierenden Sol ermittelten in keine Beziehung gesetzt 
werden (Tabelle IIIT, Kurve 1). Der Ausrichtungswinkel ist soweit er 
sich geniigend genau bestimmen laBt — ebenfalls 87°. Das spricht dafiir, 
daB auch in dieser Lésung sich sehr lange Teilchen befinden, die durch 
den gleichen Mechanismus ausgerichtet werden und nicht etwa Dehnungs- 
doppelbrechung zeigen. Die Unsichtbarkeit im Ultramikroskop kann 
durch zu geringe Breite der Faden oder starkere Hydratation bedingt sein. 

Entsprechend den Erfahrungen an anderen Stabchensolen (z. B. 
V,0,-Solen) ist es denkbar, daB je nach der Vorgeschichte und be- 
stimmten Zusatzen zu diesen Polypeptidsolutionen sich andere -, bei 
EKrzwingung einer molekularen Zerteilung unter diesen Stré6mungs- 
bedingungen wohl fehlende Anisotropieeffekte ergeben. Demgemab 
kann, ebensowenig wie der Gangunterschied, der ,,Kreuzwinkel™ als 
eine konstante Materialeigenschaft angesehen werden. 


Schlubfolgerungen. 


Mit der Feststellung intensiver Strémungsdoppelbrechung in 
Hydrosolen des d, |-Alanin-Hexapeptids mit Sub- und Amikronen ist 
nachgewiesen, da sich in diesen anisodiametrische, anisotrope Micellen 
befinden. 

Die Molekiile dieses Polypeptids haben also aus heute noch un- 
bekannten Griinden die Tendenz, sich zu ldnglichen Gebilden geordnet 


' Ein ahnliches Verhalten wurde fiir das Sol der Mercurisulfosalicyl- 
siure beschrieben: S. Berkman u. H. Zocher, Kolloid-Zeitsechr. 42, 322, 1927. 
* Vel. G. Boehm u. R. Signer, Helv. chim. Acta 14, 1398, 1931. 
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zu assoziieren, wobei die benachbarten Molekitile gegenseitig die polaren 
Gruppen neutralisieren kénnten. Die Uberlegung, die oben fiir die 
Kristallisation der Polypeptide (ahnlicher Zusammensetzung) angestellt 
wurde, dirfte mit einigem Vorbehalt auch fur derartige Kolloid- 
partikel gelten: Es ist nicht sehr wahrscheinlich, daB sich zusammen- 
gerollte Molekiile zunachst aufknaulen, um sich dann ausgerichtet zu 
anisotropen Micellen zusammenzulegen!. 

Die Ergebnisse der Untersuchung der Str6mungsdoppelbrechung 
sprechen also zusammen mit dem ultramikroskopischen Befund und in 
Ubereinstimmung mit den dielektrischen Messungen an analogen Ver- 
bindungen dafiir, da die in dem Sol des d, l-Alanin-Hexapeptids 
vorhandenen kolloiden Teilchen mit groBer Sicherheit, die molekular- 
dispersen Teilchen mit einiger Wahrscheinlichkeit auch ohne eine voll- 
standige einsinnige Aufladung eine nadel- bzw. fadenformige Gestalt haben. 


An geeignetem Material wird zu priifen sein, ob es wie das 
gewisse Konstanten als moéglich erscheinen lassen Polypeptide gibt, 


bei denen die Einzelteilchen in geléstem Zustande kugelférmig sind. 


Zusammenfassung. 


1. Hydrosole des d, l-Alanin-Hexapeptids zeigen starke posi 
tive Stro6mungsdoppelbrechung, und zwar sowohl in schlierenden 
Losungen mit ultramikroskopisch sichtbaren langen .,.Nadeln‘, als 
auch in Lésungen, die nur Amikronen enthalten. Der groBe 
Ausrichtungswinkel zum Stromungsgefialle ist in beiden Fallen der gleiche. 

2. Das analoge Verhalten der Str6mungsanisotropie in den optisch 
nicht auflésbaren Solutionen spricht dafiir, daB auch die Amikronen 
sehr lange anisotrope Micellen sind. 

3. Da die Micellen des d, l-Alanin-Hexapeptids fadenformig und 
anisotrop sind, ist es wahrscheinlich, da auch die frei gelésten Jol 
kiile eine gestreckte und nicht eine zusammengerollte Form besitzen 

4. Diese SchluBfolgerungen stehen in Ubereinstimmung mit den 
Auswertungen der dielektrischen Messungen an anderen Polypeptid 
lésungen. Sie sind wie diese geeignet zu einer Ablehnung der gelegentlich 
postulierten Knauelform der Polypeptidmolekiile beizutragen. 


Es kann natiirlich eingewendet werden, daB die Molekiile gewisse: 
anderer Stabchensole eine ausgesprochene Stabchenform nicht besitzen 
diirften: z. B. V,O; und die Merkurisulfosalicylsaure. Fiir die geaéuBerte 
Ansicht sprechen jedoch die Resultate der Strukturuntersuchung von 
Polypeptidkristallen. 
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Uber eine Funktion der Serumeiweibkorper. 
Von 
R. Bierich, A. Lang und A. Rosenbohm. 
(Aus dem Krebsinstitut Hamburg-Eppendort. ) 


(Eingegangen am 10. Januar 1936.) 


' beruht auf 


Die Aahnsche Reaktion zur Diagnose des Carcinoms 
dem Nachweis, da der Gehalt des Serums an dem sogenannten Albu- 
min A — der iiber 37,15°,, Ammonsulfatsattigung ausfallenden Kiweib- 
fraktion vermindert ist. Die zahlreichen Untersuchungen, in denen 
die Reaktion von uns und von vielen anderen Autoren ausgefiihrt wurde, 
haben gezeigt, dab sie zwar bei Krebs in einem hohen Prozentsatz, 
aber — wenn auch seltener — auch bei einer Reihe anderer Krankheiten 
und bei Graviditaét positiv ausfallt. Diese Tatsache hat uns zu der 
Annahme gefiihrt, daB bei jeder dieser Krankheiten ein fiir sie spezi- 
fischer Stoff produziert wird, der mit dem SerumeiweiB reagiert und 
in ihm die Abnahme der Albumin A-Fraktion macht, die fiir die Kahnsche 
feaktion charakteristisch ist, daB aber weil die jeweils spezifischen 
Stoffe der verschiedenen Krankheiten die gleichsinnige Abnahme der 
Albumin-A-Fraktion bewirken die Reaktion fiir keinen von ihnen 
und damit auch fiir keine der betreffenden Krankheiten spezifisch ist. 


I. 

Da uns an dem Vorgang die Moéglichkeit interessierte, dai krank- 
heitsspezifische Stoffe im Serum gebunden werden, suchten wir ihn 
mit definierten chemischen Stoffen zu reproduzieren und an diesem 
Modell die Frage zu klaren. Wir gingen dabei von einer friiheren Beob- 
achtung aus. Das Serum eines nach dem Vorschlag von Roosen-Kéln 
mit Isaminblau behandelten Krebskranken hatte eine geringe blau- 
griine Verfarbung gezeigt und es lieB sich dann nachweisen, da} dieses 
Serum gréBere Mengen Isaminblau gebunden enthielt, da es durch 
Sauren zum Teil abgespalten und so sichtbar gemacht werden konnte. 
Diese Bindung des Isaminblaus an die SerumeiweiBkérper lieB sich 
auch in vitro erzielen und auf diesem Wege lieBen sich die Vorgange bei 
der Kahnschen Reaktion untersuchen. 

Die folgende Tabelle I zeigt die Ergebnisse. 

Die Versuche zeigen einen ausgesprochenen Effekt des Isaminblaus 
auf die Kahnsche Reaktion im Sinne einer Verminderung des Albumin A- 
Gehalts. Wir iiberzeugten uns durch elektrometrische Messung 


' Klin. Wochenschr. 1927, S. 452. 
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Tabelle I. 





Isamin- Ab- Isamin- Ab- 
Nr Serum Volumen blan solute | Nr. Serum Volumen blau solute 
cem ecm mg Triibung ecem ecm mg Triibung 
1 0,5 2.0 0) 0,0096 8 0,5 1,5 0 0,0066 
0,7 066 0.5 053 
1,5 046 1.0 O51 
2 0,5 2,5 0 082 4 ] 0.5 1,5 0 O80 
1,0 048 0,5 065 
1.5 053 1.0 ODS 
2,0 0 ‘ . 
41 J 0! og 15 0 061 
3 0,5 2,5 0 042 0.5 053 
1,0 036 1,0 046 
2.0 O26 ss “ ec 
2,( ” 11 0,5 1,5 0 050 
4 0.5 2.5 0 073 0.5 O41 
1.0 O61 1,0 025 
2 ( 35 , = 
2,0 035 113) 10 3.0 0 079 
5 0.5 1 0 108 1.0 055 
1. 066 2.0 040 
QF () 
aie 41 1 4 1.0 3.0 0 070 
6 0,5 2.5 0 069 1.0 063 
1.0 037 20) 136 
9 26 
2,0 026 1s, 05 1,0 0 073 
7 05 2.5 0 O19 0.5 053 
OLD ? ms si 
10 IS 139) 05 1,0 0 071 
2.0 O15 
1.0 040 





des pu, dab die Wirkung des Isaminblaus keine pu-Wirkung ist, wo- 
gegen schon die Tatsache sprach, daB nur neutrale Lésungen verwandt 
wurden. 

AuBer dem Isaminblau wurden Fuchsin, Rhodamin, Alizaringelb 
und. Methylviolett zum Vergleich gepriift und keine deutliche Wirkung 
gefunden. Es war nun festzustellen, in welcher Fraktion das durch den 
Zusatz von Isaminblau verschwundene Albumin A sich findet und ob 
nur eine oder auch andere Fraktionen der SerumeiweiBk6rper durch 
das Isaminblau beeinfluBt werden. Schmitz und Wulkow! haben ein 
Verfahren angegeben, das gestatten sollte, iiber den ganzen Bereich 
der Fallungsgrenze des EiweiBes von 5 zu 5°, Ammonsulfatgehalt die 
Menge des ausfallenden EiweiBes durch die entstehende Triibung zu 
messen und damit eine wenigstens relative Aussage iiber den Gehalt 
des Serums an den einzelnen Fraktionen zu bekommen. Wir haben 
dies Mikroverfahren nicht anwenden kénnen, weil es uns trotz zahl- 
reicher Versuche und vieler Anderungen der Methodik nicht gelang, mit 
ihm reproduzierbare Werte zu erhalten. 


1 Diese Zeitschr. 245, 408, 1932. 
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Wir muBten daher bei den bewahrten Methoden der Fraktionierung 
mit Na,SO, bzw. Ammonsulfat bleiben, von denen die erste zwar nur 
die Trennung der Globuline untereinander gestattet und die zweite 
durch ihre Umstandlichkeit nur beschrankte Brauchbarkeit hat. 

Drei Versuche mit Isaminblauzusatz zum Serum und Aufteilung der 
KiweiBkorper nach Howe mit Na,SO, in Globulin und Albumin und 
Bestimmung des Albumins durch Ajeldahl zeigten folgendes Ergebnis. 


Tabelle II. 





Nr Serum Isaminblau 9/9 Albumin 

ecm mg Versuch Kontrolle 
32 0.5 0,5 5,29 * 5,31 
33 0.5 0.5 5,22 * 5,11 
35 05 1,0 5,39 * 5.43 


* Nach Abzug des Verbrauchs fiir den N-Gehalt des Isaminblaus (0,3 ecm n/100 fiir 1 mg 
Farbstoff). 

In den untersuchten Konzentrationsbereichen war hiernach kein 
KinfluB des Isaminblaus auf die Menge des Albumins nachzuweisen. 
Dies Ergebnis, das allem Anschein nach in Widerspruch zu den ein- 
deutigen Ergebnissen bei der Aahnschen Reaktion stand, wurde durch 
die folgenden Versuche verstandlich gemacht. In diesen kamen zwei 
weitere wirksame Stoffe, ein Gallensdéurepraparat, das in der Haupt- 
sache aus Cholsdure bestand, und Pyronin! zur Anwendung. 

Wir nahmen an, dab die erwartete Verschiebung nur innerhalb 
der Albuminfraktion zustandekommt und wandten daher die Ammon- 
sulfat-Fraktionierung in Globulin, Albumin I und Albumin IT an. Das 
Serum wurde mit H,O bzw. neutralisierter Gallenséurelésung versetzt, 
mit gesattigter Ammonsulfatl6sung auf Halbsattigung gebracht, das 
abgeschiedene Globulin filtriert, gelést, mit Gerbsaure gefallt, N H,-frei 
gewaschen, verascht und der N nach Kjeldahl bestimmt. Das Filtrat 
vom Globulin wurde mit gesattigtem Ammonsulfat auf Zweidrittel- 
sattigung gebracht und so das Albumin I erhalten, das Albumin IT wurde 
im Filtrat mit Gerbsaure direkt gefallt. 

Sowohl Isaminblau als auch Gallenséure hatten einen ausge- 
sprochenen EinfluB auf den Albumin II-Gehalt und senkten ihn an- 
nahernd proportional der zugesetzten Menge. Ks ist verstandlich, dab 
diese Wirkung der Gallensaéure bzw. des Isaminblaus auf die Albumin II- 
Fraktion nur nachgewiesen werden konnte, wenn das Albumin — wie in 
labelle II] — in zwei Unterfraktionen aufgeteilt war, und nicht nachweis- 
bar sein muBte, wenn solch eine Aufteilung wie in Tabelle IT nicht 


' Das in dieser Arbeit verwendete Pyronin enthielt 0,94% N, die 


Formel verlangt 9,25°% N. Wir werden die Versuche zur gegebenen Zeit 
mit einem reinen Praparat wiederholen. 
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Tabelle U1. 
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Kontrolle 
Nr. 

OG 1 Sigh | Hou 

Ne) 1 1,16 
S Zi 229 | 220 | 2,76 
S 56) 348 | 2.64 | 2.28 
S 51 6,30 1.41 
S 56 5.60 1.90 
S 8&3 4.83 2.68 
4.83 2 6S 

4.83 2.68 

4,83 2.68 

S 4) 2.67 | 3,09 | 1,79 
§ 135) 2,79 1,06 | 3,19 
§ 135 | 2,79 106 | 3,19 
S$ X 2.58 


Zugesetzte 
Substanz 


Gallensaure 


” 


Isaminblau 


Pyronin 


mg-? 


400 
600 
200 
500 
500 
150 
450 
100 
200 
100 
100 
200 
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erfolgte. Fir die Wirkung der A,* senkenden 


die absolute Menge des urspriinglich vorhande 


Albumin IT, das unter dem EinfluB mittlerer 


oder der Gallensaéuren 


Fraktion wieder. 


Verringerung des A, zustande, so findet es sich nicht nur in der Albumin I-, 


verschwindet, 


sondern auch in der Globulinfraktion. 


Da das Gallensaurepraparat, das in den bisher beschriebenen Ver- 
suchen benutzt wurde, eine nicht genau bekannte Mischung von Gallen- 


Tabelle 


IV. 


findet 


LO bo bo 


Versuch 


64 3.99 

58 3,66 
7,27 
6,92 
5,25 
6,26 
5,06 
5,75 

74 3.47 

77 1,30 

YY 1.36 


Stoffe war offenbar auch 


Mengen von Isaminblau 
Albumin I- 
Ist die zugesetzte Menge des senkenden Stoffes, 
z. B. der Gallenséure, sehr groB und kommt durch sie eine sehr starke 


sich in 


der 


919 Ao 


0,40 
0,51 
0,93 
0.46 
0,52 
2,24 
1,29 
2,19 
1,81 
1.33 
2,94 
2,79 


0,77 


Ab- 
nahme 
des A 
in 0 


nen A, maBgebend. Das 





Kon- 


Versuch 


400 mg-°,g 400 mg-° ¢ 


400 mg-°,9 400 mg-! 





Nr. 400 mg-9 
trolle ow ~— 9 Glyko- Tauro- Desoxy- Dehydro- — Gallen- 
Holsaure Ghoisdure cholséure cholsiure cholsiure siure 
S87 G+A, 3,99 5,05 4,84 4,85 4.96 6,26 5,30 
A, | 860 244 | 268 | 2,71 2.58 142 234 
S89 G+A, 3,34 4,59 4,49 6,16 4.79 
A, | 3,84 2,50 268 097 238 
Kontrolle Versuch 
Nr. : on ean iS eee - : 
' = -— Cholsiure . aa. =e 
S 126 2,93 1,15 3,51 300 3,15 2.01 2.36 
129 3,68 0,70 4.12 225 3,68 Lee 3,01 
450 4.01 2,38 2.36 
135 2.79 1,06 3,19 150 2.93 1,36 2,15 


* A, bzw. A, 


Albumin I bzw 


>, Albumin IT. 
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sauren und in der Hauptmenge Cholsaéure war, wurden die bekannteren 


Gallensauren fiir sich gepriift; um zu entscheiden, ob sie gleiche oder 
verschiedene Wirkung auf das A, haben. Zum Vergleich wurde auch 
das bisher benutzte Praparat von ,,Gallenséure’ gepriift. 


Die angegebene Konzentration der Gallenséuren bezieht sich 
wie in den friiheren Versuchen auf die Serummenge, die einzelnen 
Gallenséuren wurden in neutralisierten Lésungen zugesetzt. Cholsaure. 
Glykocholsaure, Taurocholsdure und Desoxycholsaure zeigten die gleiche 
A,-senkende Wirkung wie das anfangs benutzte Gallens&urepraparat. 
Die Dehydrocholsaure zeigte eine doppelt so starke Wirkung. 


Durch die Feststellung, da Gallensduren den A,-Gehalt vermindern, 
erklart sich offenbar die Tatsache, daB das Serum von Schwangeren, 
das nach Angaben der Literatur gréBere Mengen gallensaurer Salze 
enthalten soll, ebenfalls eine positive Aahn-Reaktion gibt. 


Wir haben aus den vorliegenden Beobachtungen den SchluB ge- 
zogen, dab es Stoffe gibt, die die Verteilung der SerumeiweiBkérper auf die 
einzelnen Fraktionen in der Richtung von dem schwerfallbaren Albumin I 
zum relativ leichtfallbaren Globulin verschieben. Wir stellen uns dabei 
vor, daB dieser Effekt nicht durch Beeinflussung des Dispersitatsgrades 
der Serumeiweibe zustandekommt, sondern da die betreffenden Stoffe 
an das A, gebunden werden und dab dieser Komplex dann in seiner 
Fallbarkeit durch Ammonsulfat sich wie A, verhalt und dab solche 


Tabelle V. 





Kontrolle Versuch 
0/9 Ao 0), Ao Zunahme in %%/9 
S 172 2.82 333 mg-”,, Sebacinsdure . . . . 3,01 + 7 
8 173 2,70 Joo og ; ates: 2,95 + 95 
8388 e era 2,93 + 88 
S 174 3.22 33s Ci«y 5 eae 3.49 + 8&7 
S$ 175 2.62 150 =, ia ePrice? te 2,90 + 10,8 
270 i Neer ret 3,07 + 17,0 
510), 4 BP Fy od Oe 3,26 + 24.5 
S 175a 2.70 210 a a ree: 3,08 + 14,5 
510, . ata p 3,26 + 21 
S 176 2.81 135 , fe Seed 3,24 + 15.5 
450 , a dee See 3,36 + 19.8 
1389 , Azelainsaure . . . , 2,91 + 3,6 
267 ~«(f 5 Lae Pen 3,03 - §.0 
S 177 2,40 Ish Sebacinsiure bas 2.66 +11 
B16, * en 2.83 +18 
139, Azelainsaure . . . . 2.44 + 1,6 
ae rd ng da 2.54 5,8 
S178 1,64 315 =. Sebacinsaure . . . . 1,81 + 10,2 
fC Azelainsaure . . . . 1.71 + 42 
556 + 7,0 
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Komplexe nicht nur mit dem A,, sondern auch mit den anderen Frak- 
tionen zustandekommen kénnen. Diese Komplexe lassen sich dabei 
durch Ammonsulfatfallung nicht von den urspriinglichen Eiweil} 
fraktionen unterscheiden, weil Eiweibkérper verschiedener Konstitution 
offenbar durch die gleiche Ammonsulfatkonzentration gefallt werden 
konnen. 

Der gegenlaufige ProzeB: eine Verschiebung in der Richtung de: 
schwerer fallbaren Fraktionen des Serums also vom Globulin zum 
Albumin IT lieB sich ebenfalls erzielen. Von den zahlreichen Stoffen. 
die gepriift wurden, zeigten die Azelainsaure eine schwache und Sebacin- 
saure eine starkere Verschiebung in der Richtung zur A,-Fraktior 
(s. Tab. V). 

Il. 

Zur Klarung der Frage, wie diese Befunde zustandekommen, wa: 
nunmehr zu untersuchen, ob die Verschiebung in den Eiweibfraktionen 
durch Bindung der wirksamen Stoffe an sie oder durch Wirkung auf 
ihren Dispersitaétsgrad erfolgt. Die Untersuchung geschah in der Weise, 
daB wir zu einem Serum eine bekannte Menge Cholséure zusetzten und 
nach Fraktionierung in Globulin, A, und A, die gebundene Gallensaure 
bestimmten. Die Fraktionierung wurde mit Na,SO, durchgefiihrt und 
bei 21,5 bzw. 30,5°, Salzgehalt die drei Fraktionen gewonnen. Die 
einzelnen KiweiBfraktionen wurden ersch6pfend mit Alkohol extrahiert 
und in den Extrakten nétigenfalls nach weiterer Reinigung die 
Gallenséure kolorimetrisch durch die Pettenkofer-Reaktion mit dem 
Stufenphotometer (Filter 8 61) bestimmt. 


Tabelle VI. 





Versuch 


Kon- Eiweif Chol- | Cholsiare 


Nr. trolle siure — 
7 aero g 
gefunden auf 1g 
) mg mg Eiweib 
S 88 || G 30cem Seruam+60mg G 23,1 
A, Cholsiure (= 200 mg-% A, 22, 
Ag Cholsaure ) A» 13,0 
Summe: 58,9 
894 G 238 20cem Serum+20mg G = 2,49 497 3,6 7,25 
A, 2,49 Cholsiure (= 100 mg-% A, 2,86 572 12,6 21,95 
Ay 2.35 Cholsaure) A, | 1,85 37 a3 8,35 
Summe: 19,3 
$99 G 2.80 15ceem Serum+7,5mg G 2,87 430 0 0 
A, 1,98 Cholsaiure (= 50mg-% A, 2,44 366 24 6,56 
A, 2,58 Cholsaure) A, 1,93 290 0,68 2.34 


Summe: 3,08 
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In diesen Versuchen erschien die Cholséiure in der iiberwiegenden 


Menge im A, und dies bestatigte die Annahme, von der wir ausgingen, 
daB die zugesetzte Gallenséure an das A, gebunden wird und diese 
Verbindung gegeniiber Ammonsulfat wie A, reagiert. 

Bei Zusatz gréBerer Mengen Gallensdure tritt tiber die Bindung 
an A, hinaus eine Adsorption an alle Fraktionen ein, die die Beurteilung 
stort. 

DaB in Versuch ,,8 99° nur etwa die Halfte der zugesetzten Gallensiure 
wiedergefunden wurde, hangt offenbar damit zusammen, da man im 
Extrakt nie ausschlieBlich reine Gallensaure, sondern auch Begleitstoffe 
hat und da diese unter den Bedingungen der Reaktion ebenfalls Ver- 


farbungen geben, die die eigentliche Farbe besonders bei sehr geringem 
Gehalt an Gallensaure, wie in dem Versuch .,S 99° iiberdecken kénnen. 


Ks ist aber zu betonen, dai} das Globulin in diesem Versuch iiberhaupt keine 
Gallensaurereaktion gab, somit der Gehalt der Cholsiure unter | mg pro g 
EiweiB lag, wenn man die Empfindlichkeit des Cholsiurenachweises unter 
unseren Versuchsbedingungen zugrunde legt. 

Kine weitere Aufklarung der Vorgange wurde erreicht, als wir 
nach Verschiebung der EiweiBfraktionen durch Pyronin ihren 
Tryptophangehalt bestimmten!. Das Pyronin wurde dabei den Gallen- 
sauren vorgezogen, weil es die Bestimmung des Tryptophans nicht 
stort, und das Tryptophan bestimmt, weil es fiir die einzelnen Eiweib- 
fraktionen charakteristisch ist und bei seiner Bestimmung eine Hydro- 
lyse des EiweiBes nicht erforderlich ist. 

Das Verfahren von Winkler haben wir zur Bestimmung des im 
KiweiB gebundenen Tryptophans folgendermaBen abgeandert : 

0,5 bis 1,5 cem EiweiBlésung entsprechend etwa 0,1 bis 0,4 mg Trypto- 
phan + 0,38cem m LOO) CuSO,-Lésung — 0,2 cem  Glyoxylsiurelésung 
wurden mit H,O auf 3 cem aufgefiillt, in einer Eiskochsalzmischung gekihlt 
und unter kraftigem Umschiitteln langsam mit 5 cem ebenfalls gekiihlter 
konz. H,SO, gemischt. Die Kontrolle enthalt keine Glyoxylsiure. Die 
beiden Kolben werden nun 3 Stunden im H,O-Bad auf 65 bis 67° gehalten, 
dann abgekiihlt und zentrifugiert. Da das Beersche Gesetz nicht streng 
erfiillt ist, entnehmen wir die vorhandene Menge Tryptophan einer Eich- 
kurve, die mit Tryptophan (Hoffmann-La Roche) aufgenommen wurde. 

Die Versuche (Tab. VII) bestatigen unsere Anschauung, dal} das ver- 
schwundene A, in der A,-Fraktion erscheint, denn der prozentuale 
Tryptophangehalt nahm in dieser Fraktion ab, wahrend ihr absoluter 
Gehalt anstieg. Die entsprechenden Veranderungen in der Globulin- 
fraktion waren ganz geringfiigig. Das in Versuch ,,S 180° keine ab- 
solute Vermehrung des Tryptophans in der A,-Fraktion auftritt. kommt 
allem Anschein nach durch eine kompensatorische Verschiebung anderer 
Fraktionen zustande. Dieses Serum stammte von einem Krebskranken. 


1 Nach Adamkiewicz-Hopkins in der Modifikation von S. Winkler, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 50, 1934. 
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Globulin 
mg 
Trypto- Trypto 
phan phan in 
im 100 cem 


Kiweif Serum 
S 149 267 mg-° 
Pyronin 
413) Sis 153.9 
4,25; 3,74 | 159,1 


280 mg-% 


kontrolle 
Versuch 
S 169 
Pyronin 
2.96 84.0 
2,84 86.5 
274 mg-% 
Pyronin 
Kontrolle 2.44 3,09 75,3 
Versuch 2,70 2,96 79,4 


Kontrolle 2.85 
Versuch 
S179 


S 180 274 mg-% 
Pyronin 
Kontrolle 3.72 3.29 122.3 
Versuch 3,99 3,14 125,0 


Albumin I 


mg 


Trypto- Trypto- 


phan phan 
1,19} 1,29 | 15,2 | 3,21 
2,92; 0,82 | 23,9 || 1,36 


1,51| 0,94 | 14,2 | 1,08 
2,06; 0,89 182 031 


1,26; 1,03 | 13,0 || 3,58 
3,15; 0,73 . 23,1 | 1,40 


1,71; 1,43 | 24,5 ||2,41 
2.85; 0,81 | 23,2 | 1,08 


Albumin II 


mg 


Try pto Trypto- 


phan phan 


0.55 17,8 


0.55 7,5 
0.59 6.3 
0,84 26 


0.39 13,9 
0.39 5.5 


0.39 9.5 
0.37 4.0 


mg Gesamt 

Tryptophar 

in 100 cen 
Serum 


186.9 


190.5 


104.5 
107.3 


102.1 
108.0 


Wahrend in den anfanglichen Versuchen das Zustandekommen 


der Verschiebung in den EiweiBfraktionen mit unphysiologischen Stoffen 


untersucht worden war, gingen wir in den folgenden dazu iiber, die 


gleiche Wirkung mit physiologischen Stoffen zu erreichen. 


Auf det 


Suche nach solchen Stoffen wurden das Uro- und das Koproporphyrin 


geprift! und bei gleichzeitiger Belichtung des Versuchsansatzes eine 


Tabelle VIII. 





, 
Globulin 
¢ mg 
Trypto- Trypto- 
0 phan phan in 
im 100 cem 
EiweiB Serum 
S 170 5,6 mg-°,, Iso- 


uroporphyrin 

3,23 3,37 | 108,8 
2,61 | 111,5 
5,6 mg-°,, Ko- 
proporpbyrin 
Kontrolle 2,66 3,57 94,8 
Versuch 3,92 2.138 83,7 


Kontrolle 3 
Versuch | 4, 
S 171 


bo bo 
x 


verdanken die 


t Wir 


H. Fischer-Miinchen. 


Albumin I 


0 mg 
0/9  Trypto- Trypto- 9 
phan phan 


1,08 1,64 17,8 2,55 
139 069 95 1 


1,83 1,22 | 22,4 | 2,54 


210 062 12.9 1.03 


betreffenden 


Praparate 


Albumin II 


a, mg 
Try pto- 
phan phan 


0,48 12,2 
0,32 3, 


Herrn 


Trypto- 


mg Gesamt 

Tryptophan 

in 100cem 
Serum 


140,3 


125.5 


129,3 
99,9 


Geheimrat 





Cf. 


MS: S. G2 S72 


ST. 


LLL. NRT 
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sehr starke A,-vermindernde Wirkung gefunden. Unter den Versuchs- 
hedingungen trat eine Verminderung des absoluten Tryptophangehalts 
in allen Fraktionen des Serums auf. Die Gesamtmenge an Eiweil} ist 
dabei, wie auch in allen vorher angefiihrten Untersuchungen, nicht 
vermindert. 

IV. 

Ks wurde schlieBlich versucht, die Verschiebung in den Eiweib- 
fraktionen mit Stoffen zu erzielen, die aus dem Serum von Krebskranken 
und verschiedenen anderen Kranken gewonnen wurden. Diese Versuche, 
die in tabelle LX zusammengestellt sind, gingen von der Vorstellung 
aus, daB ein fiir Krebs spezifischer Stoff, der die Senkung im Albumin A- 
Gehalt des Serums verursacht, in der A,-Fraktion des betreffenden 
Serums zu finden sein mu. In den beiden ersten Versuchen der Reihe 
wurde das A, aus technischen Griinden nicht fiir sich gewonnen, sondern 
das gesamte Albumin, nach Entfernung des Globulins dureh Halb- 
sattigung mit Ammonsulfat, durch Hitzekoagulation gefallt. Nachdem 
uns die folgenden Versuche gezeigt hatten, dab eine Wirkung nur vom 
A, ausging, wurde das Serum regelmabig auf Zweidrittelsattigung 
gebracht und das A, im Filtrat ausgefallt. Um den gesuchten K6érper 
vom Eiweib abzulésen, unterwarfen wir dieses einer etwa l6stiindigen 
Hydrolyse mit 20°, Natronlauge bei 100°. Dann wurde neutralisiert, 
zur Trockne im Vakuum eingedampft und erschépfend mit absolutem 
Alkohol ausgezogen. Der Alkohol wurde erneut zur Trockne abgedampft 


Tabelle IX. 





Extrakt Kontrolle Versuch 

ange- Zunahme 
Nr. wandte Ni G Ay Ay G \, Ay des A» 

Menge * in g- 
S 7 Albumin 2.3 S 8/ 2,25} 3,72 | 1,31 |; 2,20 | 2,56 | 2,61 1.30 
S 9 * 2.0 S 10! 2.17 | 3.49 | 0.65 | 2.12 | 1,45 | 2.77 2,12 
S138 Globulin 2 S 14 6,69 0.42 6,53 0,28 — 015 
Albumin | 3.4 S 14 6,83 0.27 | — 015 
= 3,4 S14 3.96 3.13 2,70 
S15 . II 0.6 S18 7.16 0.40 6,99 0.55 015 
S$ 15 ee Il 1,2 S18 6,71 0.79 0.39 
S 15 eS II ao Ss 18 4.97 2.64 2.23 
S 26 - II 3,2 8 31 5,12 2,13 4.44 2,82 0,70 
8S 37 ‘i II 4.3 S 43 5.35 2,04 4.83 2.59 0.55 
S$ 32 re Il me S 47 5.71 1.69 5,14 ys: 0.65 
S 36 o I] 3,8 S 47 4.91 2,50 0.81 
S 37 i Il 4.3 S 47 4,60 2.84 1.15 
S 39 e I 4.4 S 47 5,16 2.38 0.68 
S 15 S IT 4,1 S 47 4.35 3,07 1,38 
S 37 “s II 4.3 S 49 6,64 1,89 5.65 2,88 0.99 
S 46 ‘s Il 3,6 S 51 6,29 1,41 5,74 1.95 0.54 


Bedeutet die cem Serum, die als Extrakt auf 1 cem Testserum wirken. 
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und der Rickstand wieder in Alkohol aufgenommen, zum SchluB in 
H,© iibergefiihrt und ausgeathert. Die so gewonnenen neutralen Ex 
trakte wurden auf ihre A,-senkende Eigenschaft in der Weise gepriift 
dal} eine bestimmte Menge Serum meist 2 cem mit Extrakt baw. 
H,0 und Puffer versetzt und dann in der tiblichen Weise mit Ammon 
sulfat fraktioniert wurde. Mit Ausnahme der beiden ersten Versuche., 
in denen das Serum in Fraktionen geteilt wurde, wurde die relative 
Konzentration des Serums bei der Fallung mit Ammonsulfat ent 
sprechend einer Verdiinnung 1:5 konstant gehalten. 

Es wurden aus 32 menschlichen Seren, 16 tierischen Seren, tierischen 
Geweben und industriellen Gewebsextrakten 60 Extrakte hergestellt 
und diese in 113 Versuchen gepriift. In diesen Versuchen wurde im A, 
kein Stoff gefunden, der die erwartete Senkung im A,-Gehalt bewirkt. 
In einer Reihe von Fallen, die in Tabelle IX zusammengestellt sind. 
wurde dagegen der unerwartete Befund erhalten, dab sich aus der 
A,-Fraktion ein Stoff extrahieren laBt, der den umgekehrten Effekt 
eine Senkung der A,-Fraktion und Vermehrung der A,-Fraktion hat. 
also im Serum eine Verschiebung der EiweiBfraktionen in der Richtung 
vom A, zum A, bewirkt. 

Da dieser die A,-Fraktion senkende Stoff bisher aber nur aus 10 
von 60 Extrakten gewonnen wurde, kann zurzeit eine Aussage tiber die 
physiologische Bedeutung des Phanomens noch nicht gemacht werden. 

kis wurde versucht, den wirksamen Stoff anzureichern und — durch 
Umfallen mit Aceton aus alkoholischer Lésung zu konzentrieren : 
bisher wurde aber nur eine geringe Anreicherung erzielt. 


Zusammenfassung. 


Durch Zusatz von Isaminblau, Pyronin, Gallensauren, Porphyrin 
zum Serum wird dessen A,-Fraktion verringert und seine A,-Fraktion 
vermehrt. Azelainsdure, Sebacinsaéure und in einigen Fallen auch ein 
Extrakt der A,-Fraktion des Serums verschiedener Kranker wirken 
in entgegengesetzter Richtung. 

Diese Versuche stiitzen unsere These, dal die Abnahme des 
Albumin-A, die bei verschiedenen Krankheiten und bei Krebs besteht, 
durch spezifische Stoffe dieser Krankheiten bedingt ist. 
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Uber eine Farbreaktion des Histamins und Schwermetall- 
komplexsalze des Methylimidazols. 
Von 
Fr. Axmacher, 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Medizinischen Akademie 
Diisseldort.) 


(Eingegangen am 10, Januar 1936.) 


Bei der Untersuchung gewisser Komplexbildner hinsichtlich ihrer 
Wirksamkeit auf die Peroxydase (1) bzw. ihre Haiminkomponente fiel 
ein Abkémmling des Imidazols, némlich Histamin aus der Reihe. Da 
nach Feststellungen von Langenbeck (2) die peroxydatische Aktivitit 
von Hamin sowohl durch Imidazol wie auch durch Methylimidazol zu 
steigern ist, konnte die Unwirksamkeit des Histamins einmal in dem 
Fehlen einer Komplexbildung, andererseits in oxydativer Zerstérung 
begriindet sein. Zur Klarung der ersten Méglichkeit sollen die mit- 
geteilten Versuche einen Beitrag liefern. 

Zimmermann (3) hat eine Farbreaktion des Histamins mit Kobalt- 
nitrat und Alkalizusatz mitgeteilt, wobei Violettfarbung oder ein 
violetter Niederschlag auftritt. Im folgenden wird eine Reaktion von 
freiem Histamin mit Kupfersulfat beschrieben, die mit grober Wahr- 
scheinlichkeit auf der Bildung eines Komplexsalzes beruht und 
dartiber hoffe ich nachstens berichten zu kénnen — auch quantitativen 
Zwecken brauchbar gemacht werden kann, indem noch wenige Milli- 
gramm Histamin in ziemlicher Verdiinnung mit Kupfersulfat eine tief- 
blaue gut wasserlésliche Verbindung ergeben. Da ein Komplexsalz 
vermutet wurde und andererseits mit Histamin keine kristallinen 
Produkte zu erzielen waren, wurde mit Methylimidazol, das eine ahnliche 
Reaktion gibt, ein komplexes Kupfersalz (daneben noch das Nickel 
und Kobaltkomplexsalz) dargestellt und analysiert. Dabei ist zu be- 
merken, daB Kichholtz (4) mit biologischer Methode eine Komplex- 
bildung zwischen Kupfer und Methylimidazol nicht nachweisen konnte. 


I. Versuche mit Histamin. 


10g Histamindihydrochlorid (Hoffmann-La Roche u. Co.) wird mit 
etwas Wasser und viel Pottasche versetzt und mehrfach mit heifem Chloro- 
form ausgeschiittelt. Die vereinigten Ausziige werden mit CaCl, oder 
Na, SO, getrocknet und mit Wasser ausgeschiittelt. Auf Zusatz von etwa 
0,2 g wasserfreiem Kupfersulfat ( 1, der Molmenge eingesetzten Hista- 
mins) in wisseriger Losung entsteht eine dunkle Blaufarbung. Eine Probe 
zum Sieden erhitzt zeigt keine Farbanderung. Der gesamte Ansatz wird aut 
dem Wasserbad bis zu zihfliissiger Beschaffenheit eingedampft und im 
Vakuumexsikkator iiber CaCl, getrocknet. Kristallisation tritt nicht ein, 
der amorphe, tiefblaue Riickstand ist gut wasserléslich. 
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Wird der Chloroformauszug nicht, wie angegeben, getrocknet, so tritt im 
AnschluB an die Reaktion mit Kupfersulfat mit der Zeit (etwa in 4, 6, 
8 Stunden) Zersetzung auf, die wahrscheinlich auf geringen Mengen iiber- 
gegangenen Alkalis beruht. Das Zersetzungsprodukt ist nicht in Wasser, 
wohl aber in verdiinnter Schwefelsdiure, und zwar mit tief braunroter Farbe, 
loslich. 

Von dem dunkelblauen amorphen Histamin-Kupfersulfat-Riickstand 
wird etwas in Wasser gelost und mit wenig verdiinnter Schwefelséure 
versetzt; die intensive Farbe verschwindet, kehrt aber nach Abstumpfen 
zuriick. Wiasserige Losung von Histaminchlorhydrat gibt mit Kupfersulfat 
keine Farbreaktion. Auf vorsichtigen Zusatz von Natronlauge tritt erst 
allmahlich Triibung und Flockung auf. Eine Probe der wasserigen Histamin- 
Kupfersulfatlbsung und eine reine Kupfersulfatlésung entsprechenden 
Gehalts werden je mit dem gleichen Volumen m/15 Na,H PO, versetzt; in 
der dunkelblauen Histamin-Kupfersulfatlésung tritt keine Veranderung 
ein wahrend lingerer Zeit, im CuSO,-Ansatz sofort Triibung und Flockung. 

In neutraler und schwach alkalischer Lésung bewirkt Zusatz von 
Wasserstoffsuperoxyd zu Histamin-Kupfersulfat augenblicklich — stiir- 
misches Aufschaumen, das alsbald nachlaBt: dabei geht die dunkelblaue 
Farbe in gelbgriin tiber und, sofern alkalische Reaktion herrscht, tritt 
Flockung ein. Eine wasserige Lésung von Histamin-Kupfersulfat wird 
auch in der Warme nicht von Glucose reduziert, wohl aber bereits bei 
Zimmertemperatur von Natriumhydrosulfit zersetzt. 

In absolutem Alkohol ist Histamin-Kupfersulfat unléslich, in 
75°,igem Alkohol namentlich in der Warme etwas léslich. Bei Zusatz 
von Ather konnte ich bisher nur amorphe zerflieBliche Niederschlage. 
die der GefaBwandung anhaften, beobachten. Bei weiterem Zusatz von 
Alkohol zur Lésung von Histamin-Kupfersulfat in 75°,igem Alkohol 
tritt eine Triibung auf, die auch beim Stehen im Eisschrank keine 
Kristallisation zeigt aus Griinden, die noch unbekannt sind soweit 
die Substanz nicht amorph ist. 

‘ Mit etwas Ammonsulfid tritt in wasseriger L6sung von Histamin- 
Kupfersulfat braunrote Fallung auf. 

Im Gegensatz zu Zimmermann (|. c.) konnte ich mit Kobaltnitrat 
(und auch mit Kobaltchlorid) und reiner wasseriger L6sung der Histamin- 
base keine violette Farbreaktion beobachten, vielmehr tritt eine intensive 
sraunfarbung auf, die an der Luft ziemlich bestandig ist. Bei kurzem 
Sieden tritt Entfarbung ein, indem die schwache Eigenfarbe des Kobalt- 
salzes zuriickkehrt. Bei Abkiihlung tritt wieder eine Braéunung ein, die 
allerdings die urspriingliche Farbstarke nicht mehr erreicht. Auch die 
Reaktion mit Kobaltsalz ist saéureempfindlich, bei einem UberschuB 
von Kobaltsalz gelingt sie ebensowenig wie bei einem UberschuB von 
Kupfersulfat. 

Wird eine Loésung von Histamin in Chloroform mit reichlich Alkohol 
versetzt und dann alkoholische Kisenchloridlésung hinzugefiigt, so tritt 





d. 
k 


ni 


ge 
de 


ul 
ad 





ol 
tt 





Farbreaktion des Histamins und Schwermetallkomplexsalze usw. 341 


eine, allerdings wenig charakteristische Farbvertiefung auf (vgl. dagegen 
das Verhalten des Methylimidazols), die saureempfindlich ist: in Wasser 
kommt es leicht zum Ausfallen von Eisensalzen. 


Il. Versuche mit Methylimidazol. 

1. Darstellung von Cu(C,H,N,)gS8O,: Konzentrierte, wasserige 
Losung von Methylimidazol, dargestellt nach Windaus und Knoop (5), 
wird mit wasseriger Kupfersulfatl6sung versetzt, wobei unter Erwarmung 
tiefblaue Farbung auftritt. Nach Verdiinnen mit Wasser und Alkohol- 
zusatz bildet sich nach einiger Zeit ein Niederschlag-von blauen, seidig 
glanzenden, tetragonalen Tafelchen, welche sich gut in ‘Wasser lésen. 
Bei Erwarmen tritt unter Graufarbung Zersetzung auf, weshalb auf 
Umkristallisieren verzichtet werden muh. Zusatz von Aceton zur 
konzentrierten Lésung von Methylimidazol-Kupfersulfat fihrt zur Ab- 
scheidung einer dunkelblauen, fliissigen Masse am Boden des Gefabes. 

Die Kristalle werden mit Alkohol-Ather gewaschen und iiber 
CaCl, bewahrt: eine Kupferbestimmung, die durch Gliihen nach Ab- 
rauchen mit Schwefelsaure erfolgt, ergibt: 

39.395 mg Substanz: 4,810 mg CuO; 73,660 mg Substanz: 9,159 mg 
CuO. 

Cu(C,HgN,),SO,. Ber.: CuO 12,23. 
Gef.: CuO 12,21, 12,41. 

2. Darstellung von Co (Cy HgNg)g(N O5)9: Wasserige Lésung von 
Methylimidazol (verdiinnt) gibt auf Zusatz von Kobaltnitrat dunkel- 
violetten Niederschlag, der sich nach vorsichtigem Zusatz von Eisessig 
mit prachtvoll violetter Farbe lost. Bei Einengen im Vakuum fallen 
nach einiger Zeit hellrosa, rhombische Tafelchen, die in Wasser schwer 
léslich sind und bei gelindem Erwarmen violett werden. Befeuchten 
mit Wasser ruft dieselbe Farbung hervor. Die mit Ather gewaschenen 
Kristalle werden tiber CaCl, aufbewahrt. Die Analyse (Schoeller- Berlin) 
ergibt : 

4,753 mg Substanz: 7,455 mg CO,, 2,285 mg H,O; 2,646 mg Substanz: 
0,669 cem N (25°, 747 mm). : ; 

CO(C,H,N,).(NO,),. Ber.: C 42,60, H 5,37, N 29,00. 
Gef.: C 42,76, H 5,38, N 28,52. 

Fiigt man zu konzentrierter wasseriger Methylimidazollésung etwas 
geléstes Kobaltchlorid, so bildet sich ein intensiv violetter Niederschlag, 
der sich allmahlich wieder auflést, wobei die Farbe in Rot iibergeht. 
Nach einiger Zeit bilden sich drusenférmige, rosa gefarbte Kristall- 
biischel von rhombischen Tafelchen, wobei der ganze Gefabinhalt 
kristallin erstarrt. Verhalten der Kristalle gegen Wasser und Er- 
warmung wie oben. Das Kobaltkomplexsalz gibt mit Natriumnitrit 
und Essigséiure nach Zufiigen von Kaliumsalz einen Niederschlag von 
der Farbe des Kalium-kobalt-hexanitrit. 
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3. Darstellung von Ni(C,H,N,),SO,: Zu wasseriger Losung von 
Methylimidazol wird verdiinnte Nickelsulfatlbsung gegeben; es tritt 
Farbvertiefung ein, die nach Tribung zum Ausfallen regelmaBiger 
hexagonaler Tafelchen fiihit. Etwas von dem Nickelsalz in Wasser 
gelést fiihrt bei Erhitzen zu Triibung und kleinflockigem Niederschlag, 


der sich beim Erkalten langsam wieder lést. Ein durch Carbonat in ver- 
diinnter Nickelsulfatlésung erzeugter Niederschlag wird durch Methyl- 
imidazol zur Auflésung gebracht. Die Kristalle werden mit Aceton 
und Ather gewaschen und iiber ( ‘aCl, aufbewahrt. Die Analyse (Schoeller- 
Berlin) ergibt: 
5,080 mg Substanz: 8,285 mg CO,, 2,640 mg H,O; 2,346 mg Substanz: 
0,529 cem N (24°, 747 mm). 
Ni(C,H,N,)gSO,. Ber.: ( 
Gef.: ( 


44,50, H 5,6 
44,44, H 5,8 


2, N 25,98. 
2, N 25,48. 

Mit Dimethylglyoxim und Ammoniak entsteht in wiasseriger 
Lésung des Methylimidazol-Nickelsalzes ein Niederschlag. 

Kine alkoholische Lésung von Methylimidazol wird nach Zufiigung 
von alkoholischer Eisenchloridlésung blutrot und ergibt auf Zusatz 
von Ather einen amorphen rotbraunen Niederschlag, der beim Ab- 
filtrieren sofort zerflieBt. 

Die Annahme, da die beschriebenen Farbreaktionen des Histamins 
auf der Bildung von Schwermetallkomplexsalzen beruhen, erscheint 
nach den unter IJ. mitgeteilten Versuchen weitgehend gesichert. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Farbreaktion des Histamins mit Kupfersulfat  be- 
schrieben und das Verhalten dieser Verbindung von Histamin-Kupfer- 
sulfat gegen Oxydation, Reduktion, gegen Sauren und Alkalien u. a. 
untersucht. Es wird eine weitere Farbreaktion des Histamins mit Kobalt- 
salz und ihr Verhalten kurz beschrieben. Da bisher keine kristallisierten 
Produkte erhaltlich waren, andererseits eine Komplexsalzbildung ver- 
mutet wurde, wurden dieselben Reaktionen mit Methylimidazol an- 
gestellt. Es gelang der Nachweis eines komplexen Kupfer-, Kobalt- 
und Nickelsalzes des Methylimidazols der allgemeinen Form: 


Metall - (Methylimidazol), - Saurerest. 
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vereinfachte Mikromethode zur Bestimmung 
Milch- und Kohlensiure. 

Von 
kK. Hinsberg und R. Ammon. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 14, Januar 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Der eine von uns hat friher! eine neue Apparatur zur Bestimmung 
des Rest-N veréffentlicht, die auf dem Prinzip der Vakuumdestillation 
in einem geschlossenen System beruht. Die weiteren Versuche haben 
ergeben, daB mit derselben Apparatur in einfacher Weise Milchsaure 
nach dem Prinzip von Fiirth-Charnass bestimmt werden kann. 


!M ilchsiurebestimmungen. 


Man entnimmt 5 ccm Blut aus der ungestauten Vene, gibt sie in 7,5 cem 
0,4 ° iger Natronlauge, wartet, bis Himolyse eingetreten ist, und setzt dann 
7,5 cem gesittigte CuSO,-Lésung zu und schiittelt. Nach 30 Minuten wird 
zentrifugiert, das griine Filtrat abgegossen und mit Calciumhydroxyd 
versetzt, bis eine tiefblaue Farbe auftritt. (Vgl. hierzu Fuchs und Irtégge- 
mann *.) Man schiittelt zeitweilig um und zentrifugiert nach 30 Minuten. 
Von dem farblosen Zentrifugat werden z. B. 5cem zusammen mit 0,5 cem 
Manganosulfat (s. spiter) in Teil A, der nachstehend abgebildeten Apparatur 
eingefihrt. 


#4 Schlifstopten 
se ahnstopten f 


Py 







A, A; warm halt 
Seitenansicht 
vom Teil A 
Abb. 1. 


Die Menge richtet sich nach dem jeweiligen Milchséuregehalt. In 
Teil A, kommen 1,5 cem n/30 KMnO, und als Vorlage dienen 4 cem Natr. 
bisulfit, die in Teil B eingefiihrt werden. Nun werden die gut gefetteten 
Stopfen eingesetzt, an der Wasserstrahlpumpe bis etwa 20 mm Hg evakuiert, 
der Hahn geschlossen und der Inhalt von A, und A, gemischt. Das Gefab 
kommt jetzt in ein Doppelwasserbad, in welchem der Teil A auf 90 bis 95° 
erwarmt und Teil B auf 15 bis 20° abgekiihlt wird. Die Milchsaéure wird in 


’ Klin. Wochenschr. 1985, S. 792. * Zeitschr. f. physiol. Chem. 225, 
35, 1934. 
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der schwefelsauren Losung in Gegenwart von Manganoionen durch Kalium 
permanganat zu Acetaldehyd oxydiert und dieser destilliert im Augenblic] 
der Entstehung nach Teil B, was durch das Vakuum wesentlich unterstiitzt 
wird und wodurch eine Weiteroxydation des Aldehyds zu Essigsdure ver 
hindert wird. Das Bisulfit fangt den Aldehyd ab und dieser kann dort mit Joa 
titriert werden. Nach 60 Minuten ist Destillation und Absorption beendet 
das Vakuum wird aufgehoben und man setzt zum Teil B etwa 3 Tropfen 
Starke, sodann vorsichtig soviel n/10 Jodlésung, bis die L6sung eben noc} 
farblos bleibt. Dann gibt man n/200 Jod zu, bis eine schwache Blaufarbun;: 
bestehen bleibt. Auf Zusatz einer Messerspitze Na HCO, verschwindet dies 
wieder und man titriert jetzt mit n 200 Jod, bis die Blaufarbung wiede: 
erscheint und etwa | Minute bestehen bleibt. Diese Menge an n 200 Jod 
losung wird genau gemessen, unter Beriicksichtigung des Titers. Ein Leer 
wert, welcher Wasser an Stelle von Blutfiltrat enthalt, wird jeweils ge 
sondert ermittelt und von dem Titrationsresultat abgezogen. Man achte 
darauf, dafi die Fliissigkeit aus Teil A vollstandig verschwunden ist, da nw 
dann eine quantitative Destillation gewihrleistet ist. Die Methode ist 
brauchbar bei Mengen von 0,05 bis 0,45 mg Milchsaéure; die Apparat: 
miissen nach Gebrauch mit heifer Chromschwefelsaiure gereinigt werden 


Beleganalysen. 





Vorgelegt Pitriert : 

me Milch- n/200 Jod Milehsdure Fehler 
po gefunden 
siiure cem ( 


0.0489 (Mittel) 





0.068 





0.302 0,068 0.0 
0,282 0.0635 6.62 
0.1366 0,644 0.1450 + 6.62 
0,591 0.1331 2.21 
0.2730 1.229 0.2760 4. 4:26 
1.200 0.2700 0.9] 
0.4663 1,998 0.4495 3.6 
1.998 0.4495 3.6 
* Der Leerwert ist schon abgezogen. 
Zusatzversuche. 
Vorgelegt Zusatz Titriert Milchsdure ; 
Serumfiltrat Milchsdure n/200 Jod gefunden Differenz Fehlet 
eem ng ecm mg 
onan 0.068 
5,00 1.022 * 0.2300 
1,012 0.2280 
1,032 0.2325 
1,030 0,2320 
Mittel: 0.2306 
4.00 0,068 1,060 0.2385 — 0.0141 5,6 
1,080 0.2430 — 0,0096 3.8 
2.00 0,136 0,952 0.2140 — 0,0143 6,3 
0,948 0.2136 — 0,0147 6.45 


* Der Leerwert ist schon abgezogen. 
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Reagenzien: Manganosulfat. 100g MnSO, + 620 ccm Aqua dest. 
280 cem konz. Schwefelséure werden gelést und erkalten gelassen. Zum Ver- 
such benutzt man die zehnfache Verdiinnung der iiberstehenden klaren 
LoOsung. 


n/50 Natrium- oder Kaliumbisulfit; die Lésung wird vor Gebrauch 
aufgekocht. 0,1°, KMnO, (etwa n/30); etwa n/10 Jodlésung; Na-Bi- 
carbonat in Substanz. 1°) Starke in ges. Kochsalzl6sung oder mit Thymol- 
gusatz. Zum EnteiweiBen: Ges. Kupfersulfatl6sung: 0,4°, Natronlauge 
(etwa n/10); Caleiumhydroxyd, reinst, in Substanz. 


Wir glauben, dal} der Fehler geringer ist als bei den bisherigen Methoden 
und vor allem, daB die Ausfiihrung erleichtert ist, weil die Apparatur wahrend 
der Destillation keine Wartung braucht. 


Kohlensiurebestimmungen. 


Ist in einer L6sung Kohlensaéure als einzige fliichtige Saéure vorhanden, 
so ist eine Bestimmung auf aéhnliche Weise méglich. Man fiillt die alkalische 
CO,-haltige Lésung in Teil A, und 1,0 cem 10° ize Weinsaéure in Teil Ag. 
Als Vorlage dient n 5 Ba(OH),, die 3°, BaCl, enthalt. Es wird evakuiert, 
Teil A gemischt und in einem Wasserbad von 80 bis 85° destilliert, wahrend 
sich Teil B auf 15° befindet. Die Destillation ist nach 30 Minuten beendet 
und man titriert den Uberschu8 an Ba(OH), mit n/10 HCl, die ebenfalls 
5°, BaCl, enthailt. Als Indikator verwendet man Phenolphthaléin, es soll 
ein eben noch wahrnehmbarer rosa Schimmer etwa 30 Sekunden bestehen 
bleiben. Besser ist ein Mischindikator aus | Teil Phenolphthaléin, 0,1 ° 5, 
in Alkohol und 2 Teilen Methylgriin, 0,1°,, in Alkohol. Dieser Indikator ist 
sauer Grin, alkalisch Violett, und man titriert bis zu einer blauvioletten 
Farbe. Die Differenz zwischen dem Titrationsergebnis der Probe und 
einem Leerwert mit ausgekochtem Wasser statt Carbonatlésung, multi- 
pliziert mit 0,22, ergibt die CO, in mg. 


Statt Ba(OH), kann man auch n/5 NaOH verwenden; vor der Titration 
mit HCl setzt man dann 2 cem 30° iges BaCl, zu, um das Carbonat als 
BaCO, zu fallen. Danach titriert man in tiblicher Weise zu Ende. Wir 
ziehen letzteres vor. 


Da das Serum auBer Kohlensaéure noch andere fliichtige Sauren enthalt, 
ist die Methode hierauf nicht anwendbar, es sei denn, dali der kleine Fehler 
nicht ins Gewicht fallt. Bei einer Vorlage von 5 ccm n/5 Base werden die 
besten Resultate bei einer Menge von 2 bis 4 mg CO, erhalten. Es ist selbst- 
verstandlich, daB die CO, der Luft und Expiration weitgehend ausgeschaltet 
werden mu. Deshalb laBt man nach beendeter Destillation nur CO,-freie 
Luft in den Apparat strO6men (durch Natronkalkrohr gereinigt) und sorgt 
dureh einen durchbohrten Stopfen bei der Titration fiir méglichsten Luft- 
abschluB. Die Titration erfolgt in Anlehnung an die Angaben von Lieb 
und Krainick! sowie von Lindner ®. 

Reagenzien: n/5 Ba(OH), mit 3°, BaCl,; oder n/5 NaOH und 30°, 
BaCl,; n/10 HCl mit 5°, BaCl,; 10° ige Weinséure; Indikator; alles in 
CO,-freiem Wasser. 


! Mikrochem. 9, 367, 1931; 10, 328, 1931. * Zeitschr. f. analyt. Chem. 
66, 350, 1925; 72, 135, 1927; 78, 188, 1929. 
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Phenolphthalein oder Mischindikator. 


Beleganalysen. 





‘ . ; COs Fehler 
, Substanz n/l0 HCl 10 HCl refonde ae 
Vorlage mg CO, verbrancht Differenz . pe: . absolut 
n/5 Ba(OH), 
5,00 10,990 _ _ 
11,005 
Mittel: 10,998 
5,00 4,00 9,24 1,758 3,862 — 0,138 
5,00 4,00 9,12 1,878 4,130 + 0,130 
5,00 3,00 9,640 1,358 2,985 — 0,015 
5,00 3,00 9,610 1,388 3,052 + 0,052 
5.00 2.00 10,078 0,920 2,022 + 0,022 
10,073 0,925 2,038 — 0,038 
n/>d NaOH 
5,00 _ 9,980 
5,00 1,00 9,527 0,453 0,995 — 0,005 
5,00 1,00 9,510 0,470 1,032 + 0,032 
5,00 4,00 8,252 1,728 3 800 — 0,200 
5,00 4,00 8,130 1,850 4,070 + 0,070 


— eee DOO OD 
— Dodo 


— 0,5 
+ 32 
— 5.0 
— 1,8 





— ~~ ee —_ 





Grundlagen und Anwendungen der Absolutkolorimetrie. 
XIII. Mitteilung!?: 
Die Indikatoreigenschaften des Azobilirubins. 
Von 
A. Thiel und H. Logemann. 
(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Bingegangen am 17. Januar 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In einer Arbeit iiber die Absolutkolorimetrie des Bilirubins? wurde 
eine besondere Mitteilung iiber die Indikatoreigenschaften des Ehrlich- 
Préscherschen Azoderivats des Bilirubins (kurz ,,Azobilirubin“ ge- 
nannt) angekiindigt®. Inzwischen ist eine Veréffentlichung von 
A. Krupski und F. Almasy erschienen*, die sich mit dem gleichen 
Gegenstande befaBt, jedoch in mancher Hinsicht der Erganzung und 
zum Teil der Berichtigung bedarf. Wir teilen zunachst die Ergebnisse 
der eigenen Untersuchung mit. 

Wir strebten die Festlegung der Indikatoreigenschaften des Azo- 
bilirubins in praktisch rein wdsseriger Lésung an, weil nur hier wohl- 
definierte Aziditaétsverhaltnisse vorliegen und damit die Mdéglichkeit 
einer Vergleichung mit anderen Indikatoren vorhanden ist®. Leider 
laBt sich die Substanz wegen ihrer Leichtléslichkeit in Wasser nicht rein 
in fester Form (z. B. als salzsaures Salz) gewinnen ®; wir waren daher 
genotigt, einen Umweg einzuschlagen, zumal da wir schon von der 
friiheren Arbeit her wuBten, daB die Kuppelung des Bilirubins in rein 
wasserigen Loésungen groBe Schwierigkeiten bereitet. Wir kuppelten 
daher in alkoholischer Lésung, ohne das als Lésungsmittel fiir das Bili- 
rubin dienende Chloroform zu entfernen, und befreiten die gemischte 
Lésung des fertigen Azoderivats durch Ausschiitteln mit Ather weit- 
gehend von Chloroform und Alkohol. 

Man kann beispielsweise folgendermaBen verfahren: 

Etwa 5 mg Bilirubin werden in 40 cem Chloroform gelést, mit 100 cem 
Alkohol verdiinnt und mit einer Mischung von 40 cem Sulfanilsaurelésung 


1 XII. Mitteilung: A. Thiel u. O. Peter, Zeitschr. f. anal. Chem. 103, 
161, 1935. — * Dieselben, diese Zeitschr. 271, 1, 1934. — 41. ¢. S. 3, FuBnote.- 
4 Diese Zeitschr. 279, 424, 1935. Wir wundern uns, dafi die Verfasser die 
von uns angegebene absolutkolorimetrische Bestimmung als Analysen- 
methode fiir Bilirubin nicht nennen. 5 Vogl. A. Thiel u. D. Greig, Zeitschr. 
f. physik. Chem. (A) 172, 245, 1935. — ® Zum Unterschiede von dem Kuppe- 
lungsprodukt aus Bilirubin und diazotiertem Aminoacetophenon, das von 
F.. Préscher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 411, 1900, in fester Form dar- 
gestellt werden konnte. 

23+ 
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(5g in 1 Liter 0,2n-HCl enthaltend) und 0,6cem 0,5 °,iger Natriumnitrit 
lésung versetzt. Nach halbstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur erfolgt 
Zugabe von 25 ccm 0,2 n-HCl, worauf mit etwa 200 cem Ather ausgeschiittelt 
wird, Der atherische Auszug wird noch zweimal mit je 10 cem, einmal mit 
5eem 0,2 n-HCl geschiittelt. Die vereinigten wisserigen Ausziige werden 
noch dreimal (mit je 50 ccm) ausgeaithert, worauf der in der wiisserigen 
Phase! gelést gebliebene Ather durch Absaugen des Dampfes mittels der 
Wasserstrahlpumpe entfernt wird. 


In der wasserigen Phase befindet sich etwa ein Drittel des ange- 
wandten Bilirubins in Form des salzsauren Azoderivats. 

Eine derartig hergestellte wasserige Lésung des Azobilirubins 
bezeichnen wir als Stammldésung. Sie diente uns als Ausgangsmaterial 
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Abb. 1. Isobathmenbild fiir den Indikatorumschlag des Azobilirubins. 


fiir das Studium der Indikatoreigenschaften der Substanz in praktisch 
rein wasserigen Lésungen. Uber die Ermittlung ihrer Konzentration 
wird weiter unten berichtet. 

Die Stammlésungen besaBen, falls bei ihrer Herstellung allerreinst: 
Praparate von Chloroform und von Ather benutzt wurden, eine ziemlich 
groBe Haltbarkeit; im Verlaufe von 24 Stunden betrug die Zersetzung 
bei Zimmertemperatur nur wenige Prozente, so daB ein und dieselbe 
Stammlésung zur Durchfiihrung einer langeren Reihe von Messungen 
mit verschiedenen Pufferlésungen benutzt werden konnte. 

Zur Aufnahme des Isobathmensystems dienten Citratpuffergemische 
nach Sdrensen; obere Grenzlésung war eine 1 n-Salzsiure. Wie die 
graphische Darstellung (Abb. 1) erkennen 1laBt, liegt die Isobathme 
fiir 1 n-HCI (mit 0 bezeichnet) so nahe an der Isobathme fiir die Stufe 

' Das Volumen der wiisserigen Phase betrug etwas weniger als die 
Gesamtmenge aller verwandten wasserigen Lésungen (rund 70 cem gegen 
90 cem). Man kann iiberschliglich berechnen, dai die wasserige Lésung 
frei von Chloroform und praktisch (bis auf wenige Prozente) auch frei von 
Alkohol ist. 
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1.54, daB an dem Grenzkurvencharakter der erstgenannten Jsobathme 
nicht zu zweifeln ist. 


Die kurzwelligen Aste der Isobathmen fiir die Stufen 3,10; 3,90; 
4,06; 5,08 und 5,96 fallen praktisch zusammen (in der Abb. 1 durch 
das Zeichen 3,10 5,96 angedeutet); im langwelligen Gebiet ist das erst 
bei den Stufen von 4,06 an zu bemerken. Diese gemeinsamen Kurven- 
iste bilden somit die untere Grenzkurve. 

Kin gut ausgebildeter ‘sosbestischer Punkt liegt bei 7, = 520 mu und 
e — 0,63.10° qem/Millimol. Die obere Grenzkurve (der blauen Form 
zugehorig) zeigt ein Maximum! bei / 558 mu und é 0.91 . 10° 
qem /Millimol, die wntere Grenzkurve (der roten Form zugehérig) hat ihr 
Maximum bei 4 = 515 my und ¢ = 0,64. 10° qem /Millimol. 


Die zur Berechnung des molaren Extinktionskoeffizienten e€ er- 
forderliche Kenntnis der Konzentration der zu den Versuchen in Puffer- 
lésungen benutzten wasserigen Stammlésung wurde auf optischem 
Wege gewonnen, und zwar durch Ausmessung eines damit hergestellten 
Ansatzes mit 55 vol.-°,igem Alkohol (Alkohol von 96 Gew.-% als 
LOO vol.-°,ig gerechnet), der sonst genau nach der Vorschrift von 
Thiel und Peter [l. c., 8.4 unter a)] zusammengesetzt war. Die gemessene 
spezifische Extinktion gibt dann, durch die von Thiel und Peter ge- 
fundene dividiert, die Konzentration des alkoholischen Ansatzes in 
Bilirubineinheiten. Wir fanden auf diesem Wege schlieBlich die Konzen- 
tration der von uns benutzten Stammlésung zu 4,244 Bilirubineinheiten 

4,244 . 8,557 . 10-8 — 3,63 . 10-® Mol/Liter (die Molaritét von Bili- 
rubin und von Azobilirubin gleichgesetzt ?). 

Da das Maximum der blauen Form in wasseriger und in alkoholischer 
Lésung weder der spektralen Lage noch der Héhe nach gleich ist, kann 
man die Konzentration einer wasserigen Lésung nicht unmittelbar aus 
den fiir alkoholische Lésung geltenden Daten berechnen, muB vielmehr, 
wie wir es taten, die wasserige Lésung zunachst in eine alkoholische 
umwandeln. Wir fanden in Ubereinstimmung mit Thiel und Peter 
(l.c., 8.3) die Lage des Maximums (fiir 55 vol.-°,igen Alkohol) bei 
A = 580 mu; fiir ¢ ergibt sich nach den Daten von Thiel und Peter der 

. 0,696 : 
Wert —— = 0,81 .10°qem/Millimol, also 11%, weniger als 
8,557 . 10-6 
in wasseriger Lésung. 


1 Die friither (Thiel u. Peter, |. c. 8. 3, FuBnote) gemachte Angabe iiber 
die Farbstarke des Azobilirubins ist zu berichtigen (es liegt wohl ein Rechen- 
fehler vor). In Geltung aber bleibt die Aussage, daf die Farbstirke des 
Azobilirubins in der blauen Form hoéher ist als die der farbkraftigsten Indi- 
katoren des analytischen Gebrauches (Bromphenolblau: émax = 0,79 
. 105 qem/Millimol). * 8,557. 10-® ist die einer Bilirubineinheit ent- 
sprechende Konzentration in Mol/Liter. 
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Zur Berechnung der Halbwertstufe des Indikatorumschlags des 
Azobilirubins benutzen wir die uns als zuverlassigste erscheinenden 
MeBergebnisse bei den Wellenlangen 551, 569 und 600 mu. Die zu- 


l J . 
rehérigen Extinktionswerte {FE ‘lg = 
a 


fiir die Stufenlésungen 


1,54; 2,45; 2,82 und 3,10, sowie fiir die Grenzlésungen (1 n-H Cl einerseits 
und Mittelwerte fiir die Stufen > 3,90 andererseits) sind in der Tabelle ] 
zusammengestellt. 

Tabelle I. 





4 = 551 mu A = 569 mu A = 600 mu 
Lésung ‘ La ssiphaciatceeae ialiets5 . ccplaiahpiataataaxians 
E @ in 9 E @ in %5 E «in %/, 


Obere Grenzlésung 0,323 100.0 0,319 100,0 0,219 100,0 
Untere Grenzlosung 0,164 0,0 0,107 0,0 0,039 0,0 
Stufe 154... . 0,306 89.3 0,295 88.7 0,200 89,4 
2 ae 0,242 49,1 0,212 49.5 0,137 (54,4) 
ane, fos: os 0,216 32,7 0,171 30,2 0,110 (39,4) 
AO 5k x 0,193 (18,2) 0,141 16.0 0,068 15,9 


Unter ~ finden sich dort die aus den Extinktionswerten berechneten 
Umschlagsgrade (°,, blaue Form). 

Tabelle II enthalt die Mittelwerte! von x sowie die hieraus und aus 
den Stufenwerten in bekannter Weise berechnete Halbwertstufe (pHi),) 
nebst dem dafiir gewonnenen Hauptmittel, das sich zu 2,45 ergibt. 

Die Stufenwerte wurden in den fertig gemischten Lésungen poten- 
tiometrisch bestimmt. 

Tabelle II. 





Halbwertstufe (py,,_) 
Lisung rE | ee 2 
Einzelwerte Mittel 


Stufe 154... . 89,1 2.45 
Bae”. 50,1 2,45 
Sa 33,0 2,51 
oS 16,7 2,40 


Die optischen Messungen haben wir durchweg mit dem Leitzschen 
Universalkolorimeter ausgefiihrt, und zwar nach dem Absolutverfahren 
(mit Graulésung). Der naheliegende Gedanke, die Umschlagsgrade und 
damit die Halbwertstufe nach der Methode der spektralen Mischfarben- 
kolorimetrie? zu ermitteln, wurde in dem vorliegenden Falle nicht durch- 


' Bei der Mittelbildung wurden die von den anderen Einzelwerten am 
starksten abweichenden Werte (in der Tabelle I durch Einklammern gekenn- 
zeichnet) nur mit halbem ,,Gewicht** bedacht. 2 Vel. A. Thiel u. H. Loge- 
mann, Angew. Chem, 48, 799, 1935. 
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gefiihrt, weil zur Festlegung der Grenzkurven sowieso absolute Ex- 
tinktionswerte gemessen werden muBten. 

Das Azobilirubin verhalt sich nach den vorstehenden Ergebnissen 
im Stufenbereiche von 1,54 bis 3,10 eindeutig als einwertiger Indikator, 
wenn man die bei Wellenlangen oberhalb des isosbestischen Punktes 
gemessenen Werte zugrundelegt. Im kurzwelligen Bereich ist (falls man 
nicht zur Verwendung sehr viel gréBerer Schichtdicken tibergehen will) 
die MeBgenauigkeit bei der relativen Kleinheit der gemessenen Ex- 
tinktionswerte nicht ausreichend, um auch hier sichere Ergebnisse im 
gleichen Sinne erwarten zu kénnen; die Einzelwerte streuen hier etwas 
starker. V6llig sicher ist aber auch hier der Schlu3, dab in wasseriger 
Lésung keine Andeutung eines zweiten isoshestischen Punktes (in der 
Gegend von 455 mu), wie ihn Krupski und Almasy fiir die alkoholische 
Lésung angeben, vorhanden ist. 

Bei allem, was man iiber den EinfluB von Alkohol auf das Iso- 
bathmenbild der Indikatoren weiB!, muB es auch fiir die alkoholische 
Losung als unwahrscheinlich bezeichnet werden, da ein solcher zweiter 
isosbestischer Punkt existiert. Wir nehmen an, dab Zersetzungs- 
erscheinungen, auf die wir weiter unten eingehen, die abweichenden 
Befunde der genannten Autoren verursacht haben, wenngleich man bei 
einer Substanz von so merkwiirdigem Verhalten, wie es das Azobilirubin 
ist, immerhin auf besondere Uberraschungen gefaBt sein muB. 

Fiir wasserige Loésungen eriibrigt sich jedenfalls die Annahme von 
drei verschiedenen Farbformen des Azobilirubins; es erfolgt mit zu- 
nehmender Aziditét ein einwertiger Umschlag der roten (unteren) 
Grenzform in die blaue (obere) Grenzform : die Zwischenstufen zeigen die 
zu erwartenden Mischfarben. 

Bei der Abwagung der auf spektrographischem Wege (von Kru pski 
und Almasy) erhaltenen Resultate gegeniiber den Ergebnissen der 
absolutkolorimetrischen Messungen ist wohl auch Riicksicht auf die 
Fehlergrenzen zu nehmen, die im ersteren Falle ohne Zweifel? betracht- 
lich weiter zu veranschlagen sind (trotz der Verfeinerung der Methode 
durch Zuhilfenahme von Schwarzungsmessungen). Sehr bedenklich 
sieht jedenfalls die Isobathme fiir Stufe 2,08 bei Krupski und Almasy 
aus, da sie nicht mehr durch den isosbestischen Punkt bei 529 mu. geht. 


was unbedingt zu erwarten ware. Wir erklaren das Auftreten dieser 


anomalen Kurve durch eine partielle Zersetzung der Farbsubstanz. 
Bei der Stufe 7,20 ist dann eine noch viel tiefer greifende optische 
Stérung zu erkennen. 


1 4. Thiel u. D. Greig, Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 172, 245, 1935; 
dort weiteres Material. * Siehe die Beurteilung in Weigert, Die optischen 
Methoden der Chemie (Leipzig 1927), S. 235. 
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Uns sind Vorgange der letztgenannten Art von unseren eigenen 
Untersuchungen her wohlvertraut. Wir haben insbesondere die aller- 
dings sehr auffallige, aber in einwandfreier Weise immer wieder re- 
produzierbare Beobachtung gemacht, da samtliche Versuche mit 
allen anderen Puffergemischen (iiblicher Art), als gerade mit Citrat- 
puffern, nicht zum Ziele fiihrten. In Borat-, Phosphat-, Acetat- und 
Benzoatpuffergemischen erhalt man bereits in den Stufen von etwa 
4 ab (nach héheren Stufenwerten zu) anomale Farben (Verfarbungen), 
die nach Art von Zeitreaktionen auftreten und in den beiden letzt- 
genannten Puffern wenigstens teilweise wieder beim Ansauren riick. 
gangig werden, bei den ersteren beiden aber zu_ irreversiblen Ver- 
anderungen der Farbsubstanz fiihren. Man erhalt dann also beim An- 
séuern mit Salzsdure nicht mehr die erwartete Blaufarbung, sondern 
entweder eine zu schwache Blaufarbung oder iiberhaupt nicht mehr 
blaue, sondern rote Farbungen. Sehr anschaulich bieten sich diese 
Erscheinungen etwa bei folgendem Versuche dar: 

Man iiberschichtet 10 ccm einer Phosphatpuffermischung der Stufe 7 
(aber mit doppelter Pufferkonzentration) nach Zusatz von 2cem 0,2 n 
NaOH vorsichtig mit 5 cem Wasser und dieses mit 2 ecm wisseriger, ganz 
schwach alkoholischer Lésung von Azobilirubin in 0,2 n-HCl. Beim Um- 
schiitteln sieht man wenige Sekunden lang die rote untere Grenzfarbe, die 
sich aber fortlaufend tiber schmutzig grau nach griinlich verandert. Bei 
Zusatz von Salzsiure wird die Lésung nicht blau, sondern rot. 

Nach diesen Versuchen scheint es also, dab Citrate und Citronen- 
séure (wie vermutlich auch andere Oxysiuren) konservierend auf das 
Azobilirubin wirken, indem sie die sonst schon in schwach saurer Lésung 
eintretende irreversible Zersetzung des Farbstoffs hemmen. In neutralen 
oder gar in alkalischen Lésungen geniigt diese Wirkung jedoch nicht zur 
Erhaltung der unteren Grenzform fiir eine zur Durchfiihrung von 
Messungen ausreichende Zeitspanne. Jedenfalls machen es die vor- 
stehenden Beobachtungen verstaéndlich, da bei Messungen in citrat- 
freien Lésungen gelegentlich grobe Anomalien auftreten kénnen, die 
das Isobathmenbild empfindlich stéren (wie das auch bei Krupski und 
Almasy der Fall gewesen sein diirfte). 

Eingehendere Untersuchungen iiber die Zersetzung des Azobili- 
rubins und die Natur der von Citraten ausgeiibten Schutzwirkung 
sind vorlaufig nicht beabsichtigt. 

Fiir die freundliche Uberlassung der zu unseren Versuchen erforder- 


lichen Praparate von reinem Bilirubin sprechen wir Herrn Geheimrat 
Professor Dr. Hans Fischer in Miinchen unseren besten Dank aus. 
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Gians-Effekt, Str6mungsdoppelbrechung und Teilchengestalt 
in Eiweiblésungen. 
Von 
Edgar Wohlisech und Boris Belonosehkin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 17, Januar 1936.) 


I. Einleitung. 

Zur Klarung der Frage nach der Gestalt der Teilchen in kolloidalen 
Losungen kénnen — vom rein theoretischen Standpunkt aus gegen- 
wartig zwei optische Methoden herangezogen werden. Es sind dies 

1. die Untersuchung der Lésung auf das Vorhandensein oder Fehlen 
einer Stré6mungsdoppelbrechung, 

2. die Untersuchung des Depolarisationsgrades des von der Losung 
ausgesandten T'yndall-Lichtes (sogenannter Gans-Effekt). 

EisweiBkérper sind bereits verschiedentlich auf Str6mungsdoppel- 
brechung (im folgenden abgekiirzt als StDB. bezeichnet) untersucht 
worden, erstmalig anscheinend von A. Aundt (1), der auf S. 128 die 
Angabe macht, da ,,Albuminlésung’’ keine Doppelbrechung liefere. 

Auf Grund des Nachweises der StDB. wurde spater fiir die Micellen 
des Myosins (2) (3), des Ovoglobulins (4), des Fibrinogens (5) (6) und 
des Linsenalbumoids (7) eine starke Abweichung von der Kugelgestalt 
angenommen. Andererseits scheint das Fehlen der StDB. bei anderen 
Proteinen, z. B. beim Myogen (8) und Ovalbumin (4), auf eine ungefahr 
kugelférmige Gestalt ihrer Micellen hinzudeuten. Uber das Verhalten 
des Serumalbumins und -globulins sowie des Caseins haben wir in der 
Literatur keine Angaben finden kénnen. 

Messungen des Depolarisationsgrades des von einer kolloidalen 
Lésung ausgesandten 7'yndall-Lichtes kénnen auf Grund einer Theorie 
von R.Gans (9) zur Ermittlung der Micellengestalt herangezogen 
werden. Dieser Versuch ist fiir anorganische Sole erstmalig von 
B. Lange (10) gemacht worden. EKiweiBkérper sind dagegen unter diesem 
Gesichtspunkt noch niemals systematisch untersucht worden. Eine 
Arbeit von Ettisch, Sachsse und Lange (11) iiber die Veranderung der 
Depolarisation des Serumalbumins und Globulins verfolgte andere 
Fragestellungen. Nur iiber das Verhalten des Myosins liegt eine kurze 
Angabe von v. Muralt und Edsall (3) vor. Die Autoren schreiben auf 
8. 380 ihrer Arbeit: ,,The degree of depolarization, which was measured 
and calculated according to the formulas used by Lange, indicated the 
presence of markedly asymmetrical particles in the solution. The 
degree of asymmetry corresponded roughly to that found in V,O, sols 
of intermediate age.“’ Die Aussagen der Depolarisationsmessungen am 
ruhenden Sol wiirden also beim Myosin nach v. Muralt und Edsall mit 
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denen der Doppelbrechungsmessungen am strémenden Sol grundsatzlich 
iibereinstimmen, ein tiberaus wichtiges Ergebnis, wenn es sich be- 
statigen sollte. Leider machen die Autoren, die ihre Depolarisations- 
messungen selbst als vorlaufig orientierende betrachten, keine zahlen- 
maBigen Angaben des Depolarisationsgrades. Sie scheinen ferner auch 
keine Vergleichsmessungen an solchen Eiwei®kérpern angestellt zu 
haben, bei denen das Phanomen der StDB. nicht nachweisbar ist. 

Die vorliegende Arbeit setzt sich das Ziel, die Frage, ob die Aus- 
sagen der Depolarisationsmessungen am T'yndall-Licht und die der 
Messungen der StDB. bei EiweiBk6érpern wirklich allgemein grundsatz- 
liche Ubereinstimmung aufweisen, an Hand eines gréBeren Materials 
zu entscheiden. 

II. Definitionen. Methodik. 


Da Depolarisationsmessungen nicht als allgemein bekannt voraus- 
gesetzt werden kénnen, erértern wir zunachst kurz im AnschluB an 
B. Lange (10) die in Betracht kommenden Beziehungen, um sodann 
unsere Methodik zu beschreiben, die in einigen Punkten von der Langes 
abweicht. 

Das senkrecht zur Richtung des einfallenden Strahles abgebeugte 
Tyndall-Licht ist bekanntlich zum gr6Bten Teil polarisiert. Der in ihm 
enthaltene Anteil natiirlichen, nicht polarisierten Lichtes nimmt zu 

1. mit steigender Konzentration der Lésung, 

2. mit steigender Teilchengr6Be, 

3. mit steigender Abweichung der Teilchengestalt von der Kugelform. 

Der elektrische Vektor des polarisierten Anteils des T'yndall-Lichtes 
schwingt senkrecht zu der durch die Beobachtungsrichtung und die Einfalls- 
richtung festgelegten Ebene. Die gesamte Intensitat in dieser Richtung J, 
besteht aus dem polarisierten Anteil J, und der senkrechten Komponente J, 
des natiirlichen Lichtanteiles, d. h. es ist 


Fmd + Fp. 


Die gesamte Intensitat in waagerechter Richtung, also in Richtung der 
soeben festgelegten Ebene, ist gegeben durch die horizontale Komponente 
des natiirlichen Lichtes, die ebenfalls = J, ist. 

Der Messung zuganglich ist das Verhaltnis 
Jy 
J; 
am besten mit Hilfe eines Polarisationsphotometers, in dem das seitlich 
ausgestrahlte T'yndall-Licht in zwei zueinander senkrecht schwingende 
Komponenten zerlegt wird. Durch Drehung eines Nikols um den Winkel ¢ 
stellt man das Instrument auf gleiche Helligkeit der beiden Gesichtsfeld- 
halften ein. Es ist dann 


a= 


Jo 
7, d 

Hieraus kann leicht der von Gans (9) eingefiihrte Depolarisationsgrad 
berechnet werden. Dieser ist definiert als 


a= tg? ¢ 
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kr nimmt den Wert Null an fiir den Fall, daB J, = 0 wird, d. h. daB alles 
abgebeugte Licht senkrecht polarisiert ist. @ berechnet sich aus der direkt 
ermittelten GréBe A nach der Beziehung 

J tg? q 


i) 
i—- 7” 1—‘tg*g 


Der so erhaltene Depolarisationsgrad hangt auBer von der GréBe und 
Gestalt der Teilchen auch noch von ihrer Konzentration ab. Der Kon- 
zentrationseinfluB laBt sich eliminieren durch Ermittlung der als 6, be- 
zeichneten Depolarisation eimes Einzelteilchens. Diese erhalt man durch 
Bestimmung der Depolarisationen 6, und 6, bei zwei verschiedenen Kon- 
zentrationen ¢, und ¢,. Setzt man 
al 

A, 
€ 
so ist die Depolarisation des Einzelteilchens 
A 0, (1 + °/3 O1) — 9; (1 + °/3 Og) 
A(1 + 53 O,) —(1 + 5/3.) 


Die GroBe ©, ist der Theorie nach gleich Null fiir kugelf6rmige, subultra- 
mikroskopische Teilchen, deren Dimensionen klein sind gegen die Wellen- 
lange der verwendeten Lichtart. Weicht 6, trotz subultramikroskopischer 
Kleinheit aller Teilchen von Null ab, so soll dies auf einer Abweichung der 
Teilchengestalt von der Kugelform beruhen. 

Lange (10) hat durch Ermittlung der GréGe 6, nichtkugelige Gestalt 
der Teilchen bei den Solen von Fe,O,, Al,O, und V,O,; sehr wahrscheinlich 
gemacht. 


0» 


Theoretisch erscheint es berechtigt, nach dem Vorgange von v. Muralt 
und Edsall auch bei Proteinlésungen aus dem @,-Wert Schliisse auf die 
Teilchengestalt zu ziehen, da die Proteinmolekiile nach Svedbergs (12) 
Untersuchungen mit der Ultrazentrifuge als klein gegen die Wellenlange 
des sichtbaren Lichtes angesehen werden miissen. 


In methodischer Hinsicht wichen wir von der Anordnung Langes vor 
allem insofern ab, als wir anstatt des Kénig-Martensschen Spektralphoto- 
meters, das einen Monochromator enthalt, ein Polarisationsphotometer 
nach Martens-Bechstein der Firma Schmidt d& Haensch verwendeten und 
das monochromatische Licht durch Ausfilterung der griinen Quecksilber- 
linie (A = 546 my) herstellten. Als Lichtquelle diente uns eine ,,Queck- 
silber-Lichtspritze** der gleichen Firma, die eine leuchtende Flache von nur 
etwa 4mm Durchmesser mit verhaltnismaBig groBer Flachenhelligkeit 
aufweist. Der durch diese Anordnung erméglichte Verzicht auf den Mono- 
chromator hat den Vorteil, daB die sonst durch Reflexion und Brechung 
am Prisma auftretende Veranderung des Polarisationszustandes des 7 yndall- 
Lichtes und die dadurch erforderlichen rechnerischen Korrektionen ent- 
fallen. 

Das Licht der Hg-Lampe wurde durch einen Kondensor méglichst 
weitgehend parallel gemacht und in Form eines Lichtbiindels von 6 mm 
Durchmesser durch die in kleinen, gekitteten Kiivetten aus spannungsfreiem 
Glase befindliche Lésung geschickt. Die Beobachtung erfolgte stets senk- 
recht zum einfallenden Strahl. Auf Anbringung einer Korrektur des durch 
die Abweichung von der wirklichen Parallelitat (wegen der endlichen Aus- 
dehnung der Lichtquelle) bedingten kleinen Fehlers wurde verzichtet, da 
alle Messungen unter genau gleichen optischen Bedingungen angestellt 
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wurden und somit auch ohne diese Korrektur untereinander vergleichbat 
sind. 


Das Photometer ist so zu montieren, daB die Halbschattengrenze 
unter 45° gegen die Vertikale geneigt ist. Da die zu beurteilende Licht 
intensitat sehr klein ist, miissen die Beobachtungen mit gut adaptierten 
Augen im Dunkelzimmer erfolgen. Die Ablesung des Photometerteilkreises 
geschieht bei rotem Licht. Jeder Berechnung wurde der Mittelwert aus 
zehn Ablesungen zugrunde gelegt. 

Als Ma®B der Streuung der @)-Werte innerhalb einer Versuchsreihe ist 
hinter dem 6,-Mittelwert am Fue einer jeden Tabelle der ,,durchschnittliche 
Fehler’, d. h. das arithmetische Mittel aus den Einzelabweichungen vom 
Mittelwert, angegeben. 

Die Untersuchung der StDB. erfolgte in der gleichen AKundtschen 
Zentrifuge, die schon bei der Arbeit von Wohlisch und Clamann (5) 
Verwendung fand. Eine quantitative Auswertung war in diesem Falle 
fiir unsere Zwecke iiberfliissig, das Augenmerk war nur darauf gerichtet 
das Auftreten der StDB. zu erkennen oder auszuschlieSen. 


III. Versuchsergebnisse. 
1. Versuche an Mastizxsol. 

Zur Entscheidung der Frage, ob die Abweichung unserer Methodik 
gegeniiber derjenigen von Lange wesentliche Unterschiede inden Messungs- 
ergebnissen zur Folge habe, wurden zunachst einige Untersuchungen an 
Mastixsol angestellt, das durch Eintraufeln alkoholischer Mastixlésung 
in destilliertes Wasser gewonnen wurde. Fiir die Depolarisation eines 
Kinzelteilchens des Mastixsols findet sich bei Lange der Wert 9, = 0,009, 
aus dessen Kleinheit auf eine kugelige Gestalt der Teilchen zu schlieBen 
ware. StDB. findet sich beim Mastixsol nicht. 


Tabelle I. Substrat: Mastixsol. StDB.: nicht vorhanden. 





Versuch Relative Photometer- a 6 
Nr. Konzentration ablesung . 
35 1 21,3 0,1793 : 

1, 153 0,0809 0,005 
52 i 20,4 0,1605 
"le 14,8 0,0762 0,009 
58 1 22.1 0,1975 
1), 16,8 0,1001 oe 
1), 12,3 0,0499 
54 1 17,6 0,1103 
i, 13,0 0,0563 a 
vA 10,6 0,0863 
55 1 27,8 0,3850 
V, 20,2 0,1566 oar 
1, 15,2 0,0797 , 
Q,-Mittelwert : 0,013 + 0,005 


Der Mittelwert fiir @, steht in einigermaBen befriedigender Uberein- 
stimmung mit dem Wert 0,009 von Lange. 
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In unseren Tabellen ist in Spalte ,,Relative Konzentration“ die 
héchste untersuchte Konzentration willkiirlich 1.0 gesetzt. 


Wir lassen zunachst die Ergebnisse unserer Messungen an einigen 
KiweiBkorpern folgen, die keine St DR. geben: es sind dies Serumglobulin, 
Casein und Kieralbumin. 


2. Versuche an Serumglobulin. 


Das Globulin wurde aus Pferdeserum durch Halbsattigung mit Ammon- 
sulfat dargestellt. Die zweite Fallung wurde nach Wiederauflésung zur 
Entfernung des Ammonsulfats gegen 0,9°,ige Kochsalzlésung dialysiert. 


, ; : , 
Tabelle Il. Substrat: Pferdeserumglobulin. StDB.: nicht vorhanden. 





Versuch Konzentration Relative Photometer- 


Nr. Of, Konzentration ablesung - 0 
84 2,1 1 25,5 0,2945 0.056 
1,05 Me 20,2 0,1566 0034 
0,503 1, 16,0 0,0896 = 
86 : 1 19,5 0,1434 a 
ui, 14.5 0,0717 0018 
95 a 1 11,9 0,0465 
ae i 10,0 0,0321 wees 
o 1, 8,9 0,0251 , 
103 3,64 1 15,7 0,0858 
1,82 My 13,6 0,0621 bse 
0,91 1, 12,2 0,0491 , 
Q,- Mittelwert : 0,031 + 0.012 


3. Versuche an Casein. 


Die Caseinlésungen wurden aus kauflichem Hammarstenschen Casein 
durch Auflésen in m/10 Natriumacetat hergestellt. 


Tabelle II]. Substrat: Casein. StDB: nicht vorhanden. 





Versuch Konzentration Relative Photometer- 
Nr. 0 5 Konzentration ablesung o % 
90 £7 1 17,8 0,1149 0.050 
0,85 1, 15,3 0,0809 , 
100 3,0 1 25,0 0,2778 
. - ot , reo 2. 
1.5 1, 18.5 0,1267 ane 
0,75 Ly 14.4 0,0706 
102 2.5 1 26,0 0,3121 0.027 
1,25 Uy 19.5 0,1432 0082 
0,63 1", 15,5 0,0833 ™ 
Qy-Mittelwert : 0,030 + 0,008 


4. Versuche an Eieralbumin. 


Als Ausgangsmaterial diente kaufliches wasserlésliches Eieralbumin 
von EF. Merck-Darmstadt. 
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Tabelle LV. Substrat: Eieralbumin. StDB.: nicht vorhanden. 





Versuch Relative Photometer- 
Nr. Konzentration ablesung 


92 12,0 0,0493 a 
10,8 0,0378 ree 
98 0.0308 02 


94 17,0 0,1031 
13'8 0.0642 = 
113 0.0416 


0)-Mittelwert: 0,025 + 0,003 
d. Versuche an Lésungen von Fibrinogen und Fibrin. 

Wie bereits erwahnt, ist nach den Untersuchungen von Wdhlisch 
und Clamann (5) sowie Boehm (6) an Fibrinogenlésungen sehr leicht 
das Phéinomen der StDB. zu erhalten. Nach Wdohlisch und Clamann 
spricht dieser Befund ,,sehr zugunsten der Annahme, dab dieser Kiweib- 
korper bereits im nativen Zustande aus fadenférmigen Molekiilen 
besteht, die sich dann bei der Gerinnung zu gréBeren, ebenfalls faden- 
formigen Komplexen zusammenlagern®’. Auch die Fahigkeit der Fibri- 
nogenlésungen, Faden zu ziehen, diirfte mit dieser Form des Molekiils 
oder der Micelle zusammenhangen. 

Wir begannen unsere Untersuchungen iiber die Depolarisation 
des T'yndall-Lichtes an Fibrinogenlésungen daher begreiflicherweise in 
der Erwartung, bei diesem EiweiBkérper O,-Werte zu erhalten, die 


Tabelle V. Substrat: Fibrinogen. StDB.: sehr deutlich. 





' Konzen- Relative Photo- 

Versuch | tration Konzen- meter- 6 Art 
. , des Materials 
Nr. 0/5 tration ablesung 


0,0631 Pferdefibrinogen, 
0.0431 024 III. Fallung 


0,0465 0.031 Schweinefibrinogen, 


0,0385 


0,0695 
0.0554 


0,0935 0,041 Pferdefibrinogen, 


66 . =e 
Spun 0,033 I. Fallung 


ean 0,051 Pferdetibrinogen, 
0.0858 9980 II. Fallung 
0,0896 
0,0517 


0,0989 
0.0563 9019 | 
0.0356 


@)-Mittelwert: — 0,031 + 0,009 


Ill. Fallung 
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0,042 II. Fallung 
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weit oberhalb der bisher an Serumglobulin, Casein und Eieralbumin 
gemessenen Werte gelegen waren. Merkwiirdigerweise traf diese Er- 
wartung nicht zu, wie aus den Daten der Tabelle V hervorgeht. 

Auffallend sind die sehr starken Schwankungen der 0,-Werte, 
die nicht in erkennbarem Zusammenhang mit den Konzentrationen 
der verwendeten Lésungen stehen. Ob die O,-Werte in Beziehung zur 
Stabilitat des Materials stehen, miissen weitere Untersuchungen lehren. 

Der Mittelwert fiir QO, ist tiberraschenderweise von der gleichen 
GréBenordnung wie beim Serumglobulin, Casein und Eieralbumin, die 
keine StDB. aufweisen. 

Bekanntlich kann man Fibrin, also das unter der Einwirkung 
von Thrombin aus Fibrinogen gebildete Gel, durch schwache Natron- 
lauge wieder zur Auflésung bringen. In derartigen Fibrinlésungen ist, 
im Gegeisatz zum Verhalten der Lésungen des genuinen Fibrinogens, 
keine StDB. nachweisbar. Uber den Polarisationszustand des T'yndall- 
Lichtes der Fibrinlésungen orientieren die Versuche der Tabelle VI. 


Tabelle VI. Substrat: Lésung von Fibrin in 0,05n NaOH. 
StDB.: nicht nachweisbar. 





Versuch | Konzentration Relative Photometer- 


Nr. 0}, Konzentration ablesung 


= 15,25 0,0809 
~ 13,78 0.0642 


0,19 18,50 0,1261 
0,095 ’ 16,00 0,0896 


0,39 11,40 0,0424 
0,195 ; 10,27 0,0342 0,026 


saa 10,20 0,0331 
9,30 0,0276 


0, -Mittelwert : 0,038 + 0,014 


0,057 


0,022 


Die Depolarisation der Fibrinlésung ist also trotz fehlender StDB. 
nicht kleiner, sondern eher gréBer als die der starke StDB. aufweisenden 
Fibrinogenlésungen. 


6. Versuche an Myosin. 


Die Herstellung der Myosinlésungen erfolgte nach v. Muralt und 
Edsall (2). Frischer Rindermasseter wird nach Entfernung der Sehnen und des 
Fettes mit der Fleischmaschine zermahlen, darauf mit der drei- bis vier- 
fachen Menge einer Extraktionslésung versetzt, die 1,2 mol. KCl, 0,05 mol. 
K,HPO, und 0,01 mol. KH, PO, enthalt. Unter staéndigem Schiitteln wird 
1'/, Stunden bei einer Temperatur von 3 bis 5°C extrahiert. Nach Ab- 
kolierung wird das Filtrat mit der 10- bis 30fachen Menge destillierten 
Wassers gefallt. Die Wiederauflésung des gefillten Myosins erfolgt in einem 
ungefihr der Fleischmenge entsprechenden Volumen des Extraktions- 
mittels. Die Lésungen zeigen deutliche StDB. 
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Tabelle VII. Substrat: Myosin. StDB.: sehr deutlich. 





Versuch Konzentration Relative Photometer- 
Nr. 0), Konzentration ablesung ° % 
114 0,3 l 14,5 0,0717 ‘ 
0.15 i, 12'3 0.0499 0,080 
115 0,61 1 22.0 0,1951 ‘ 
0/305 Vy 17.5 0.1103 0,042 
116 0.46 1 25,0 0,2778 . 
0,23 1, 19.5 0.1434 0,045 
117 — 1 16,5 0,0961 ? 
“ 1, 140 00668 | 089 
@-Mittelwert: 0,039 + 0,005 


Wenn auch gréBenordnungsmabig die O)-Werte des Myosins nicht 
aus der Reihe der bisher mitgeteilten Daten herausfallen, so liegt doch 
immerhin der Mittelwert ein wenig héher. Ob dies ein Zufall ist oder 
ob diesem Befund eine reale Bedeutung zukommt, lieBe sich bei der 
Kleinheit der Differenz nur durch grofe Reihenuntersuchungen ent- 
scheiden, zu denen wir aus auBeren Griinden nicht mehr in der Lage 
waren. 

7. Versuche an Eierglobulin. 
Die Herstellung erfolgte nach den Angaben von Boehm und Signer (4) 


durch dreimalige Fallung infolge Halbsattigung mit Ammonsulfat und 
anschlieBende Dialyse gegen n/100 NaOH unter AbschluB gegen CO,,. 


Tabelle VIII. Substrat: Eierglubulin. StDB.: sehr deutlich. 





Versuch Konzentration Relative Photometer- a P 
Nr. 0/5 Konzentration ablesung . 
| 

-107 |] | 1 13,8 0,0642 RO 
0.55 1, 13.9 0.0582 aa 

0,275 1, 12,0 0,0473 si 
118 0,75 1 18,5 0,1272 : 
0,375 vA 15,7 0,0850 0,087 

)-Mittelwert: 0,045 + 0,006 


Zu diesen Daten ware das gleiche zu bemerken, wie bei denen des 
Myosins. 

IV. Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Die Erklarung der Erscheinung der StDB. geschieht meist auf Grund 
der Annahme, daB durch die Strémung eine Orientierung anisotroper 
nadel- oder fadenférmiger Molekeln zustande kommt [vgl. z. B. Signer 
und Gross (13)]. Die Préexistenz derartiger stark von der Kugelform 
abweichenden Gebilde sollte sich nach der Theorie von Gans (9) durch 
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eine deutliche Depolarisation des von der ruhenden Lésung ausgesandten 
T yndall-Lichtes auBern. 

Wir wollen unsere Ergebnisse an Hand der Tabelle, welche die 
Mittelwerte aus unseren Messungen zusammen mit den Daten der 
grundlegenden Arbeit Langes (10) ber die Depolarisation von an- 
organischen Solen enthalt, erértern. 








Substanz OH StDB. Vermutliche Gestalt des Molekiils 

Ovalbumin. . . 0,025 fehlt Kugel [Svedbery (12)] 

Casein. .... 0,030 a ? 

Serumglobulin . 0,031 Geringe Abweichung von Kugel- 
gestalt [Svedberg (12)] 

Geléstes Fibrin . 0,038 . ? 

Fibrinogen. . . 0,031 vorhanden Gekniiuelte Faden 

Myosin .... 0,039 ‘* ” 

Ovoglobulin . . 0,045 a“ A “ 

Anorganische Sole. © -Werte nach Lange (10). 

Gummigutt 0,000 fehlt Kugel 

Asy Og . 0,000 > ‘ 

CeOy 0,004 

Mastix. ... 0,009 a ‘ 

Al, Og . 0,036 ? Geringe Abweichung von Kugel- 
gestalt 

CS ee ee 0,039 vorhanden *  Scheiben oder Plattchen ** 

V,0, .. .. . |/0,108—0,154 sehr stark * Lange Stabchen 


* Freundlich, Kapillarchemie. 4. Auflage, Bd. II, S. 42, 
** Derselbe, ebenda, S. 84. 


Im Gegensatz zum Verhalten der anorganischen Sole weichen die 
Mittelwerte der absoluten Depolarisation QO, bereits bei den nicht 
str6mungsdoppelbrechenden Solen betrachtlich vom Werte Null ab. 
Dies trifft auch fiir das Ovalbumin zu, das nach Svedbergs (12) Unter- 
suchungen mit der Ultrazentrifuge unter allen EiweiBkérpern die 
kleinsten Molekiile aufweist, die zudem kugelf6rmige Gestalt besitzen. 
Es ware daraufhin ein wesentlich kleinerer Wert der Depolarisation zu 
erwarten. Auffallend hohe Depolarisationswerte fanden ja schon Eitisch, 
Sachsse und Lange (11) an ihren alkalischen Lésungen von Serum- 
albumin und -globulin. Der Grund fiir diese Erscheinung ist einst- 
weilen unbekannt. Immerhin entsprechen unsere Messungsergebnisse 
wenigstens insofern den Erwartungen, als sich tatsaéchlich unter allen 
EiweiBkérpern beim Ovalbumin der kleinste Depolarisationswert findet. 

Besonderen Wert legen wir auf die Ergebnisse der zahlreichen 
Messungen am Fibrinogen, an dem mit Leichtigkeit das Phanomen 
der StDB. zu erhalten ist. Auffallenderweise liegt der mittlere O)-Wert 
dieses Proteins durchaus innerhalb der Mittelwerte der nicht str6mungs- 
doppelbrechenden Eiwei8kérper. Die Werte fiir Fibrinogen sind auch 
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kleiner als die von Lange am Fe,O,- und Al,O,-Sol erhaltenen 
QO,-Werte, fiir deren Teilchen Lange eine nur geringe Abweichung von 
der Kugelgestalt annimmt. Sie liegen vor allem weit unterhalb de: 
Werte des V,O;-Sols, des markantesten Vertreters der anorganischen 
Stabchensole, dessen physikalische Kigenschaften in mancher Hinsicht 
groBe Ahnlichkeit mit denen des Fibrinogens aufweisen, worauf in einer 
interessanten Studie Wiegner, Magasanik und Gessner (14) hinwiesen. 

Auf Grund des etwas enttauschenden Ergebnisses der Depolari- 
sationsmessungen am Fibrinogen glauben wir die eingangs der vor- 
liegenden Arbeit gestellte Frage, ob die Aussagen der Depolarisations- 
und der StDB.-Messungen grundsatzlich und allgemein iibereinstimmen, 
wie dies die herrschende Theorie eigentlich verlangt, verneinen zu miissen. 

Beim Myosin glaubten v. .W/uralt und Edsall (3), wie bereits erwahnt, 
auBer auf Grund der von ihnen entdeckten StDB, auch aus der Depolari- 
sation, tiber die sie keine quantitativen Angaben machen, auf eine 
fadenférmige Gestalt der Molekiile schlieBen zu diirfen. Nach unseren 
Messungen unterscheidet sich das Myosin in seiner Depolarisation nicht 
mit Sicherheit von den nicht str6mungsdoppelbrechenden Proteinen. 
Zwar scheint der O,-Mittelwert des Myosins ein wenig héher zu liegen, 
jedoch ist die Streuung der Einzelwerte so stark, da die niedrigsten 
Werte des Myosins (0, = 0,030) tiefer liegen, als die héchsten des 
Serumglobulins (Oy = 0,056), des Caseins (0) = 0,050) und des ge- 
lésten Fibrins (9, = 0,057). Das gleiche gilt fiir das Ovoglobulin. 
Keines der drei strémungsdoppelbrechenden Proteine erreicht auch 
nur annahernd die beim stabchenférmigen V,O,-Sol gefundenen Werte 
der Depolarisation. 

Wir kénnen an Hand des vorliegenden Materials nicht mit Sicher- 
heit entscheiden, ob die im Vergleich zu den nicht str6mungsdoppel- 
brechenden Proteinen ein wenig héheren Mittelwerte der Depolarisation 
des Myosins und Ovoglobulins eine wirliche Bedeutung im Sinne eines 
Hinweises auf eine gestreckte Gestalt der Molekiile haben. Jedenfalls 
kann man sich des Eindrucks nicht erwehren, dap bei den hydrophilen 
KiweiBsolen die Methode der Depolarisationsmessung versagt, wenn es 
sich darum handelt, Aussagen tiber die Molekilform zu machen, wihrend 
sie bei den hydrophoben Solen in dieser Hinsicht offenbar recht brauchbar ist. 

In diesem Zusammenhange sei daran erinnert, daB auch _nicht- 
optische Methoden zur Analyse der Teilchengestalt herangezogen 
worden sind: die Viskosimetrie und die Messung der Gefriergeschwindig- 
keit der Lésung. Hohe und anomale Viskositaét deutet auf stabchen- 
férmige Gestalt der Teilchen hin. Die Gefriergeschwindigkeit ist nach 
Freundlich und Oppenheimer (15) bei einem Sol mit kugeligen Teilchen 
kleiner, bei einem Sol mit staébchenférmigen Teilchen gréBer als bei 
reinem Wasser. Piillen und Weber (16) priiften die Giiltigkeit der 
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Freundlich-Oppenheimerschen Regel an Eiweibsolen, wobei als Ver- 
treter der Kugelsole Serumalbumin, Ovalbumin und Myogen, als Ver- 
treter der Stabchensole Mvosin und Ovoglobulin untersucht wurden. 
Zwar konnte die genannte Regel auch hier dem Sinne nach bestatigt 
werden, jedoch waren die Effekte auffallenderweise so geringfiigig, dal 
daraufhin eine Auswertung der Methode fiir Zwecke der molekularen 
Formanalyse ebensowenig in Betracht kommt, wie etwa nach unseren 
Untersuchungen die Messung der Depolarisation des 7 yndall-Lichtes. 
Demgegeniiber zeigen beim Verfahren der Viskosimetrie unter variablem 
Druck die Sole des Ovelbumins (17) und Myogens (18) normale, die 
des Myosins (2) und Ovoglobulins (17) deutlich anomale Viskositat. 
Uber das Verhalten des Fibrinogens im viskosimetrischen Versuch 
werden wir demnachst berichten. Jedenfalls scheint zwischen den Aus- 
sagen der Methoden, bei denen das Sol im Zustande der Ruhe untersucht 
wird (Messung der Depolarisation und der Gefriergeschwindigkeit), und 
denjenigen, bei denen es strémt (Viskosimetrie und Messung der StDB.), 
ein grundsitzlicher Mangel an Ubereinstimmung zu herrschen. 

Eine befriedigende Lésung dieses Widerspruchs ergibt sich, wie 
uns scheint, auf Grund der theoretischen Vorstellungen, die W. Kuhn (19) 
liber die Erscheinungen der Viskositat und der StDB. entwickelt hat. 
Vermutlich haben wir in den Molekiilen der mit anomaler Viskositat 
und StDB. begabten Sole zwar langgestreckte, fadenartige, aber nicht 
starre, nadelartige Gebilde vor uns. Diese Faden sind sehr biegsam 
und weisen im ruhenden Sol eine starke Verknauelung auf, so daB das 
‘Teilchen als Ganzes in diesem Zustande nur wenig von der Kugelgestalt 
abweicht und daher auch keine besondere starke Depolarisation bewirkt. 
Erst im Strémungsgefaille kommt es unter Entknauelung zu einer 
Orientierung der Faden und damit zu den Erscheinungen der StDB. 
und der Abnahme der Viskositaét mit steigender Str6mungsgeschwindig- 
keit. Ein Postulat dieser Auffassung ist, daB bei geeigneter Betrachtungs- 
richtung in der str6menden Lésung eines derartigen Sols die Depolari- 
sation eine Zunahme gegeniiber dem Ruhewert aufweisen miibte. Ob 
dies zutreffend ist, dariiber hoffen wir in absehbarer Zeit berichten 
zu kénnen. 

Im Falle des Fibrinogens kommt es beim Vorgange der Gerinnung 
unter dem EinfluB des Thrombins bekanntlich zur Ausbildung ultra- 
mikroskopisch nachweisbarer, kristallahnlicher Nadelehen. Vermutlich 
tritt dabei unter Dehydratisierung eine allmahliche Verfestigung der 
Fibrinogenteilchen und damit eine Entwirrung der vorher vorhandenen 
hypothetischen Fibrinogenknauel auf. Erst jetzt besteht weitgehende 
Ahnlichkeit mit der Struktur der V,O,-leilchen. Der Vorgang der 
Gerinnung aubert sich denn auch, wie wir in noch nicht veréffentlichten 
Untersuchungen fanden, in einem starken Ansteigen der Depolarisation. 


24* 
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Farbreaktionen einiger organischer Siuren. 
Von 
R. Casares-Lopez. 
(Aus dem Institut fiir Lebensmittel- und Garungschemie der Technischen 
Hochschule Dresden.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1936.) 


Die von Otto Fiirth! und Heinz Hermann festgestellten Farbreaktionen 
verschiedener Pflanzenséuren, wie Citronenséure und Aconitséure, mit 
Pyridin und Essigséureanhydrid hat zweifellos groBes Interesse, da 
besonders bei der Citronensdéure das Bedirfnis besteht, diese in kleinen 
Mengen miéglichst schnell bestimmen zu kénnen. Aus diesem Grunde 
wurde von uns diese Reaktion eingehend nachgepriift, um die Grenzen 
ihrer Anwendungsméglichkeit festzustellen. Die Angaben Fiirths und 
Hermanns konnten in allen Punkten bestétigt werden und auBerdem 
wurden noch folgende Beobachtungen gemacht: 

Die Agarizinséure Cy gHgg (OH) (COOH), + 1), H,O gibt mit 
Pyridin und Essigsaéureanhydrid eine schéne braunviolette Farbreaktion, 
und zwar verlauft die Reaktion in gleicher Weise wie bei den oben- 
genannten Séuren in zwei Phasen. 

Die Reaktion der Weinsaure ist nicht allein fiir die Rechtsweinsaéure 
typisch, sie wird auch erhalten mit der Linksweinsaure, der Meta- 
weinsaure und der Traubenséure. Alle diese Sauren geben eine smaragd- 
grine Farbung. Keine typische Reaktion erhalt man mit Brenztrauben- 
séure, mit der inaktiven und mit der linksdrehenden Apfelsaure. Hier 
tritt nur eine undefinierbare braune Farbung auf. 

Interessant war das \ rhalten der Ester der Rechtsweinsaéure und 
der Citronenséure. Weder Diathyl-d-Weinséure noch Dipropylwein- 
saure noch Trimethyleitronensaure und Triathyleitronenséure geben mit 
Pyridin und Essigsdéureanhydrid eine Farbung, ein Beweis, daB die 
freien Carboxylgruppen bei der Farbstoffbildung unbedingt beteiligt 
sind. 

Bei Verwendung von anderen Anhydriden an Stelle des Essig- 
saureanhydrids, und zwar des Propionséureanhydrids und des Butter- 
séureanhydrids, treten dieselben Reaktionen ein, aber mit geringerer 
Intensitét. Phthalsiureanhydrid gibt nur mit Citronensdéure eine 
schwache rote Farbreaktion. 

Um einen weiteren Einblick in die Reaktion zu erhalten, wurde das 
Diacetylweinsaureanhydrid hergestellt®. Dieses Anhydrid gibt mit 
' Diese Zeitschr. 280, 448, 1935. 


2 Ber. 34, 1144, 1901. 
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Pyridin die smaragdgiiine Reaktion, wie sie von Firth und Hermann 
beschrieben wird. Es diirfte also die Annahme richtig sein, daB sich die 
OH-Gruppen der Saéuren mit den Alkylgruppen der Anhydride ver- 
binden unter gleichzeitiger Anhydridbildung. Fir diese Annahme 
spricht auch das Verhalten der Saureester. Bei der Farbstoffbildung 
muB dann zweifellos das Pyridin mit in den Kern eintreten und nicht 
nur die Rolle eines Kondensationsmittels spielen, denn zahlreiche 
Versuche, das Diacetylweinsaureanhydrid durch andere Kondensations- 
mittel wie Schwefelsaure, Anilin, Acetylechlorid usw. zu einer Farb- 
reaktion zu bringen, fiihrten zu keinem Resultat. Das weinsaure Pyridin 
gibt mit Essigséureanhydrid ebenfalls eine Farbreaktion, aber in diesem 
Falle tritt Rotfarbung auf, der rote Farbstoff ist loslich in Wasser, 
Alkohol, Pyridin, Essigsiureanhydrid, unléslich in Benzol, Chloroform, 
Ather und Petrolather. 

Auf Grund der erhaltenen Resultate laBt sich die Reaktion vielleicht 
in der schon angedeuteten Weise erkliren, nimlich, daB zunachst die 
OH-Gruppen der Oxysaéuren alkyliert werden und daf gleichzeitig dabei 
die betreffende Saéure in das Anhydrid iwbergefiihrt wird. Dieses 
alkylierte Saureanhydrid nun gibt mit Pyridin die schénen Farbstoffe. 

Des weiteren haben die Versuche auch ergeben, daB mit Hilfe 
dieser Reaktion ganz besonders die Entstehung der Citronenséure in 
Garungsgemischen verfolgt werden kann. 

Bei Anwendung der Reaktion ist die Gegenwart von Wasser zu ver- 
meiden, da sonst begreiflicherweise die Anhydridbildung und dadurch die 
Farbstoffbildung verhindert wird. Um wasserige Lésungen auf Citronensaure 
priifen zu kénnen, empfiehlt es sich, bestimmte Mengen, z. B. 0,1 cem, auf 
einem Uhrglas im Wasserbad zur Trockne zu verdampfen und den Riick- 
stand in Essigsiureanhydrid zu lésen. Furth und Hermann geben das 
Mischungsverhaltnis von Anhydrid und Pyridin zu 1,5 und 3,5 an. Bei 
unseren Versuchen zeigte sich die gr6Bte Farbintensitat bei dem Verhaltnis 
0,5 zu 2,5. Es konnten so mit einem Gemisch von 0,5cem Essigsiureanhydrid 
und 2,5 cem Pyridin noch 0,015 mg Citronensaiure auf dem Uhrglas nach- 
gewiesen werden. 
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Die chemische Zusammensetzung normaler und pathologisch 
verinderter Organe. 
I. Mitteilung: 
Die Zusammensetzung der normalen, carcinomatésen und sarkomatésen 
Lunge. 
Von 
Bernard Lustig. 
(Aus dem Laboratorium der Pearson-Stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1935.) 


Uber die chemische Zusammensetzung einzelner menschlicher 
Organe sind viele Analysen in der Literatur angegeben, doch begniigen 
sich die meisten Untersucher mit der Bestimmung einzelner Bestand- 
teile, so daB diese Arbeiten nur einen beschrankten Wert besitzen. 
In viel gréBerem MaBe fehlen ausfiihrliche Untersuchungen pathologisch 
verinderter Organe im Vergleich zu normalen Organen, trotzdem 
genaue chemische Analysen normaler und pathologisch veranderter 
Organe durch Erfassung spezifischer, durch die Erkrankungen_be- 
dingter Veraénderungen Grundlagen fiir eine eventuelle Therapie und 
Atiologie dieser Erkrankungen bieten wiirden!. 

In der vorliegenden Untersuchungsreihe stellten wir uns die Auf- 
gabe, die genaue chemische Durchforschung normaler und pathologisch 
veranderter Organe, insbesondere der durch bésartige Tumoren_ be- 
dingten Veranderungen, durchzufiihren. Zu diesem Zwecke verwendeten 
wir in erster Linie normale Lunge und bésartige Tumoren der Lunge. 
Die Verwendung der Lunge kam aus dem Grunde in Betracht, weil 
dieses Organ sowohl an Sarkom wie auch an Carcinom erkrankt und 
auch einen Vergleich mit der tuberkulés veranderten Lunge gestattet, 
woriiber wir in einer folgenden Mitteilung berichten werden. 

Nach Pincussen? sind ausfiihrliche chemische Untersuchungen iiber alle 
Bestandteile der Lunge in der Literatur nicht vorhanden. GréBere Ana- 


' So z. B. ergaben ausfiihrliche Untersuchungen von Lustig u. Mandler 


(diese Zeitschr. 249, 352, 366, 1932; 261, 132, 1933; 263, 50, 58, 1933) iiber 
die Zusammensetzung der Lipoide normaler, carcinomatéser, sarkomatéser, 
melanosarkomatéser und melanocarcinomatéser Organe, da die chemische 
Zusammensetzung der Lipoide des Melanosarkoms und Melanocarcinoms 
untereinander gleichartig ist und vollkommen abweichend von der chemischen 
Zusammensetzung der Lipoide des Sarkoms und Carcinoms. Diese Befunde 
bilden eine Bestaétigung der von einem Teil der Autoren vertretenen An- 
sicht, da8 unabhangig vom histologischen Bilde die Melanocarcinome und 
-Sarkome eine eigene Gruppe bésartiger Geschwiilste bilden, abweichend vom 
gewOhnlichen Sarkom oder Carcinom. * In Oppenheimers Handb. d. 
Bioch. IV und Erganzungswerk, Bd. II, Thieme 1935. 
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lysen mit besonderer Beriicksichtigung des Mineralstoffwechsels sind von 
Robin' durchgefiihrt worden. Samartino? fand eine abweichende Zusammen 
setzung der Lungennucleinséure gegeniiber der anderer Organe und das Vor 
handensein eines Sulfophosphatids im Lungengewebe. Uber die durch Er 
krankungen oder experimentell verursachten Verinderungen der chemischen 
Zusammensetzung der Lunge sind abgesehen von der ausfiihrlichen und 
exakten Arbeit von Mischnat, Schoenen und Junkersdorf*®, die bei Hunden 
mit verschiedener Ernahrung und bei mit Phlorrhizin, Insulin und Adrenalin 
behandelten Tieren den Wasser-, Glykogen-, Fett-, Stickstoff- und Phos- 
phorgehalt der Lunge bestimmten, nur vereinzelte Angaben vorhanden, 
die hauptsachlich die tuberkulése Lunge betreffen. Beziiglich dieser An- 
gaben sei ebenfalls auf die Zusammenfassung von Pincussen + verwiesen. 

Uber die chemische Zusammensetzung des Carcinom- bzw. Sarkom- 
gewebes der Lunge konnten wir keine Literaturangaben finden, wohl aber 
sind zahlreiche, oft einander widersprechende Angaben tiber die chemische 
Zusammensetzung von menschlichen und experimentellen Tiercarcinomen 
vorhanden. Das Tumorgewebe ist nach den meisten Untersuchern wasser- 
reicher als das gleiche normale Gewebe, wodurch auch ein niedrigerer Stick- 
stoffgehalt des feuchten Organs bedingt ist. Der Anteil des nichtkoagulablen 
Stickstoffs ist vergréBert. Die Menge der Nucleoproteide soll vermehrt 
sein, was von einem Teil der Autoren bestritten wird, ihre chemische Zu- 
sammensetzung ist gleich der Nucleoproteide normaler Organe. Der Gehalt 
an Kohlenhydraten ist, wie #. Freund * schon im Jahre 1887 nachgewiesen hat, 
im Carcinomgewebe gegeniiber dem Normalgewebe stark vermehrt, wahrend 
im Sarkomgewebe nach dem gleichen Autor ein gesteigerter Gehalt an 
Albumosen und Pepton vorhanden ist, ein Befund, der trotz seiner Bedeutung 
fiir die Behandlung und Atiologie des Carcinoms bzw. Sarkoms bis jetzt nicht 
nachkontrolliert wurde. Die Menge der Pentosen ist nach Beebe und Schaffer ® 
vermehrt, wobei nach Newberg’ keine Differenzen im Pentosengehalt 
zwischen den primaren Tumoren und den Metastasen vorhanden sind. Uber 
den Glykogengehalt bésartiger Tumoren der Menschen existieren haupt- 
sichlich qualitative chemische Untersuchungen. F. Bernhard ® fand je nach 
der Lokalisation des Tumors eine wechselnde Glykogenmenge. Uber die 
Phosphorverteilung sind meist widersprechende Angaben in der Literatur 
vorhanden. Uber die Zusammensetzung der Lipoide verschiedener mensch- 
licher Tumoren sind abgesehen von den nur vereinzelte Substanzen be- 
riicksichtigenden Arbeiten ausfiihrliche Untersuchungen von Lustig und 
Mandler (l.¢.) vorhanden. Beziiglich der weiteren Literatur sei auf die Zu- 
sammenfassungen von Kahn®, Kaminer', Neuberg und Gottschalk" ver- 
wiesen. 

Methodik. 

Das fiir die Untersuchung verwendete Lungenmaterial (100 bis 300 g) 

wurde 12 bis 18 Stunden nach dem Tode entnommen, mit dem Hackmesser 


! Siehe FuBnote * auf voriger Seite. > Diese Zeitschr. 124, 234, 
1921; 138, 405, 1922. - §% Pfliigers Arch. 226, 448, 1930. — 4 In 
Oppenheimers Handb. d. Bioch. IV und Erganzungswerk, Bd. IT, Thieme 
1935. 5 Zitiert nach Bioch. Grundlage der Disposition des Carcinoms, 
Jul. Springer, 1925 und Wiener med. Wochenschr. Nr. 1, 1925. 5 Amer. 
J. Phys. 14, 231, 1905. — * Berl. klin. Wochenschr. 118, 1905. — ® Klin. 
Wochenschr. 7, 1184, 1928. ® Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 27, 
365, 1925. — 1° Bioch. d. Carcinoms, Jul. Springer, 1926. —- ™ In Oppen- 
heimers Handb. d. Bioch. [IV und Erganzungswerk, Bd. Il, Thieme 1935. 





von 
nen 
Vor 
Er 
chen 
und 
iden 
alin 
hos- 
den, 
An- 
Le 
com - 
abet 
sche 
men 
sser- 
tick- 
blen 
ehrt 
Zu- 
shalt 
hat, 
rend 
f an 
tung 
Licht 
tfer ® 
‘halt 
“ber 
upt- 
nach 
- die 
atur 
isch- 
be- 
und 
Zu- 


ver- 


10 go) 


ssser 


234, 
‘ In 
ieme 
ms, 
mer. 
<lin. 

rd 


, 24, 
pen- 
935. 








Zusammensetzung normaler und pathologisch veranderter Organe. I. 369 


zerkleinert und in ein groBes Wageglas eingefiillt. Die notwendigen Sub- 
stanzmengen wurden abgewogen und solange weiter verarbeitet, bis sie in 
einem Arbeitsstadium waren, bei dem keine chemischen Veranderungen 
mehr zu erwarten waren. Die durch postmortale Einfliisse bedingten 
Verinderungen konnten vernachlassigt werden, da sowohl die normale 
Lunge wie auch die Lungentumoren in ungefahr gleicher Zeit post mortem 
zur Verarbeitung gelangten und der Vergleich der Zahlen untereinander 
durchgefiihrt wurde. Bestimmt wurde der Wasser-, Stickstoff-, Phosphor-, 
Lipoid- und Kohlenhydratgehalt der Gesamtlunge, dann wurde der Stick- 
stoff-, Phosphor- und Kohlenhydratgehalt der einzelnen Fraktionen unter- 
sucht. Die Bestimmung des Wassergehalts bzw.. der Trockensubstanz 
geschah in der Weise, daB 1 bis 2¢ der Substanz eingewogen und im 
Exsikkator tiber Schwefelsiure im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet wurde. Um gleichmaSige Werte bei der N- und P-Bestim- 
mung zu erhalten, wurden gréBere Einwaagen bis zu 2g nach Kjeldahl 
bzw. nach Newmann verascht und ein aliquoter Teil davon fiir die N- 
Bestimmung nach Parnass-Pregl oder fiir die maBanalytische P-Bestim- 
mung nach Embden-Myrbdck und Roche! verwendet. Fiir die Bestim- 
mung der N- und Kohlenhydratverteilung wurden gréBere Substanzmengen 
(25 bis 50g) hitzekoaguliert, und zwar wurde die Substanz mit dem fiinf- 
fachen Volumen 10°, iger Natriumsulfatlésung versetzt, kurz aufgekocht, 
dann 3 bis 5cem 20° ,ige Essigsiure zugegeben und zweimal beim Kochen 
kurz aufwallen lassen. Eine EnteiweiBung auf kaltem Wege kam nicht in 
Frage, weil abgesehen von den durch die einzelnen Reagenzien bedingten 
Fehlern 2 bei all diesen Methoden ein Teil der Protalbumosen mitgefallt wird. 
Nach dem zweimaligen kurzen Aufkochen wurde filtriert, mit heiem Wasser 
mehrmals nachgewaschen und auf Volumen aufgefiillt. Eine gesonderte 
Probe von | bis 2¢ wurde auf die gleiche Weise enteiweift, filtriert, 
nachgewaschen und in dem Niederschlag nach Veraschung nach Kjeldahl 
bzw. nach Neumann der Eiwei8-N oder EiweiBlipoid-P bestimmt. Der 
gefundene P-Wert minus P-Gehalt der Lipoide ergab den P-Gehalt des 
EiweiBes. Im enteiweiBten Filtrat wurde in je einem Tei! der N-Gehalt, der 
anorganische und oiganische P nach Ajeldahl oder nach Veraschung nach 
Neumann wie oben bestimmt. Ein 10 bis 20 g Lunge entsprechender Filtrat- 
anteil wurde auf je 1g des urspriinglichen Organs mit je 1 cem 10 °jiger 
Gerbsiure und leem 10° iger Essigsiure versetzt, 10 Minuten stehen- 
gelassen, dann in groBen, 80 ccm fassenden Glasern scharf zentrifugiert und 
das Filtrat sorgfaltig abgegossen. Der Niederschlag wurde zweimal mit je 
10 ccm eines Gemisches gleicher Teile 1 °,iger Gerbsaure und | °,,iger Essigsaiure 
gewaschen, zentrifugiert und die Waschwasser verworfen. Der Gerbsaure- 
niederschlag enthielt die gesamten Albumosen und Peptone, deren N-Gehalt 
genau bestimmt wurde. Ein Teil vom Filtrat, der vier Fiinftel der vor dem Zen- 
trifugieren vorhandenen Menge entsprach, wurde mit je 1eem 10° iger Phos- 
phorwolframsaure und | cem 10 °,iger HClauf 1 g des urspriinglichen Organs 
versetzt, 10 Minuten stehengelassen und zentrifugiert. Der die gesamten 
Diaminoséuren enthaltende Phosphorwolframsaéureniederschlag wurde 
zweimal mit je 10ccm einer 1°, Phosphorwolframséure und 1°, HCl 
enthaltenden Lésung gewaschen, die Waschwasser verworfen und der N- 
Gehalt des Niederschlags bestimmt (Diaminosduren-N). Im Filtrat der 
Phosphorwolframsaurefallung wurde ebenfalls der N-Gehalt bestimmt und 


' Nach Rona, Blut und Harn, Jul. Springer, 1929. * Soop, Ergebn. 
d. inn. Med. u. Kinderh. 46, 151, 1934. 
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auf das urspriingliche Organ berechnet (Wonoaminosduren-N ). Die Summe 
der drei N-Fraktionen muBte dem des Rest-N gleich sein. Unter Mono- 
aminosauren-N ist neben Aminosauren-N auch der N anderer Substanzen 
zusammengefaBt (Kreatin, Harnstoff usw.). In einem 0,5 bis 1 g des ur- 
spriinglichen Organs entsprechenden Filtratanteil wurde das Reduktions- 
vermogen (freier Zucker) nach Hagedorn-Jensen bestimmt. In 1 eem der 
Fliissigkeit wurde die Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate im _ ent- 
eiweiBten Filtrat nach Lustig und Langer! durchgefiihrt. Diese Bestimmung 
erméglicht ohne gesonderte Hydrolyse und unabhingig vom eventuellen 
Zertall der Polyosen (Glykogen) in einfachere nicht reduzierende Zucker 
die Kohlenhydratbestimmung auf kolorimetrischem Wege unter Benutzung 
der von Tillmanns und Philippi? vorgeschlagenen Tollensschen Reaktion 
durchzufiihren. Von dem bei der Enteiwei®ung zuriickgebliebenen Nieder- 
schlag wurde ein Teil zur Entfernung des Hamatins solange mit Aceton 
warm ausgezogen, bis der iiberstehende Aceton farblos war. Diese Vor- 
behandlung war notwendig, da beim Blutreichtum der Lunge bei der Kohlen- 
hydratbestimmung im Eiwei8 nach Lustig und Langer der Hamatingehalt 
die Bestimmung beeinfluBt. Bei der Untersuchung von Lungencarcinom 
bzw. Sarkom geniigte ein- bis zweimaliges Waschen mit Aceton, um das 
Hamatin zu entfernen. Das Eiwei wurde dann mit Ather gewaschen, sorg- 
faltig tiber Schwefelsiure im Vakuum getrocknet und stark zerrieben. 
0,5 bis 1g des Niederschlags wurden in 5 bis 10cem 5 °,iger NaO H iiber Nacht 
im Kiskasten stehengelassen, dann 3 bis 4 Minuten erwarmt, wodurch der 
GroBteil der Substanz gelést und der Rest suspendiert wurde. Diese Losung 
wurde dann auf das fiinffache mit dest. Wasser verdiinnt und der Eiweib- 
zucker in zweimal je Leem nach Lustig und Langer bestimmt. Da infolge des 
Blutreichtums der Lunge eine direkte Bestimmung des Gesamtzuckers 
der normalen Lunge unmdéglich war, wurde dieser Wert durch Addition 
der beim EiweiBzucker und im enteiweiBten Filtrat erhaltenen Kohlen- 
hydratwerte berechnet. 

Kin Teil des urspriinglichen Organs (10 bis 20 g) wurde zweimal mit 
der zehnfachen Acetonmenge behandelt, die Acetonl6sung im Vakuum zur 
Trockene eingedampft und der Riickstand wieder mit dem Organ vereinigt. 
Die Substanz wurde dann 8 bis 10 Stunden im Soxhlet mit Ather extrahiert, 
die atherische Lésung bei Zimmertemperatur im Vakuum eingedampft, der 
Riickstand wieder in Ather aufgenommen und auf Volumen aufgefiillt. 
Im abgemessenen Teil der atherischen L6sung wurde die Menge gravimetrisch 
und der N- und P-Gehalt wie oben bestimmt. AuBerdem wurde das freie 
und Gesamtcholesterin nach Szent-Gyérgy und die Menge der freien Fett- 
siuren (Sfiurezahl) bestimmt. Beziiglich der genauen Methode sei aut 
die Mitteilungen von Lustig und Mandler (|. ec.) verwiesen. 

Ein anderer Teil des urspriinglichen Organs wurde zweimal mit dem 
zehnfachen Volumen einer 1% Na.CO, und 0,3% Trikresol enthaltenden 
Lésung je 24 Stunden stehengelassen und dann zentrifugiert. Die ver- 
einigten klaren Filtrate wurden bis zur schwach sauren Reaktion mit Essig- 
siiure angesauert, der Niederschlag abzentrifugiert und wieder in 1°, Soda 
gelést. Die klare Sodalésung wurde noch einmal mit Essigsaure gefallt, der 
Niederschlag nach dem Zentrifugieren zweimal mit 0,1 Giger Essigsiiure ge- 
waschen, dann mit Alkohol und Ather behandelt und im Vakuum getrocknet. 
Die gewonnene Substanz enthalt das Nucleoproteid in Verbindung mit 


! Diese Zeitsehr. 242, 320, 1931. 2 Ebenda 215, 36, 1929. 
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inderem an das Nucleoproteid gebundenen Eiwei, ist in schwacher Soda 
vollstandig léslich, bei schwach saurer Reaktion fallt der Nucleokérper 
vieder aus. Der Nucleokérper wurde im Vakuum scharf getrocknet, da nach 
Bb. Lastig* EiweiBkorper an der Luft, ohne ihr Aussehen zu veriindern, bis zu 
20% thres Gewichts Feuchtigkeit anziehen. Im Niederschlag wurde der 
N-, P- und Kohlenhydratgehalt wie oben bestimmt. 

Alle Bestimmungen wurden in Paralellversuchen durchgefiihrt. Der 
Wassergehalt und die Trockensubstanz sind auf das urspriingliche Organ 
berechnet. Die N-Verteilung ist in Prozenten des Nichteiweif-N, die Zu- 
sammensetzung des Nucleokérpers und der Lipoide in Prozenten dieser 
Fraktionen, die iibrigen Werte auf die Trockensubstanz berechnet. 


Zusammensetzung der normalen Lungen. 

Ks wurden zuerst vier normale Lungen auf die vorher angegebene 
Weise untersucht. Die gefundenen Zahlen sowie die Mittelwerte der 
einzelnen Bestimmungen sind in der Tabelle I vereinigt. 

Diese Untersuchung ergab, daB etwa 80°, der Lunge aus Wasser 
besteht. Von dem um 11°, schwankenden N-Gehalt der Trocken- 
substanz sind %), in Form von hitzekoagulablem Eiwei8 vorhanden. 
Von dem nichtkoagulablen N sind 14 bis 17° als Albumosen und 
Peptone, 1,3 bis 4,4°4 als Diaminosauren vorhanden. Die Trocken- 
substanz der Lunge enthalt 1,5 bis 2,1°, Kohlenhydrate, von denen 
6° aus freiem Zucker, 73,3°, aus Eiweifizucker bestehen. Der um 
0,43 °% schwankende P-Gehalt besteht aus 29°, anorganischem, 37 %% 
KiweiB- und etwa 24°, Lipoid-P. Die Nucleokérper zeigen bei einem 
N-Gehalt von 15,2 bis 17,2°, einen P-Gehalt von 0,43 bis 0.89°,, 
wobei erhéhter N- mit erhGhtem P-Gehalt verbunden ist. Der Kohlen- 
hydratgehalt der Nucleokorper ist geringer als der der EiweiBkérper 
der Gesamtlunge und betragt im Durchschnitt 1,09°,. Der auf die 
Trockensubstanz berechnete Lipoidgehalt betragt 10 bis 12°,, wovon 
16 bis 20% als freies, 1,1 bis 3,5°% als Estercholesterin vorhanden sind. 
Der N-Gehalt der Lipoide schwankt zwischen 0,22 bis 0,42 °,, wahrend 
der Phosphorgehalt (1,05 bis 1,20 °4) und die Menge der freien Fettsauren 
(Saurezahl 15,6 bis 20,3) verhaltnismaBig konstant sind. 


Zusammensetzung der Carcinome und des Sarkoms der Lunge. 

fs wurde auf die gleiche Weise die Zusammensetzung von drei 
Carcinomen und einem Sarkom der Lunge durchgefiihrt und mit den bei 
der normalen Lunge gefundenen Werten verglichen. Untersucht wurde 
festes, nicht zerfallenes Tumormaterial, frei von benachbartem Lungen- 
gewebe. Vom Sarkom gelangte nur ein Fall zur Untersuchung, weil 
trotz des langeren Zeitraumes des Verlaufs dieser Arbeit kein weiteres 
den obengenannten Bedingungen (12 bis 18 Stunden post mortem 


1 Diese Zeitschr. 225, 247, 1930. 





3i2 b. Lustig: 


Tabelle |. Zusammensetzung der normalen Lunge. 





Lunge 
Substanz ; ‘ 

I ll Il] IV Mittel = 

wert 

HsO-Gebalt-in'%:... sara 80,15 75,92 7,35 79,10 78,1 

Trockensubstanz in ®%,.... . 19,85 24,08 . 99" 65 20,90 21,87 
a) Zusammensetzung der Trockensubstanz in %. - 

| a ee ee ee 11,44 11,22 10,67 10,48 10,9 

of SN ane ee eee 0,45 0,49 0,39 0,40 0.45, 
Lapoid@enalt . . « « + + 4 10,07 11,84 12,08 10,95 11,2¢ \ 
Gesamtcholesterin. .  . 2... 2,32 1,95 2,82 1,88 2,24 p 
Kohlenhydratgehalt . . . .. . 2,06 1,53 1,52 1,75 1.74 L 
ROMOUNEE Sy a ie ik ee 9,97 10,33 9,55 9,14 9,75 G 
“eS | aha) ar ae 147 0,89 112 1,34 1.21 k 
b) N-Verteilung. : 

KiweiB-N | « o/ aes Gesamt-N || 82:23 | 9208 89,80 87,12 | 89,2 

Rest-N fj 0 See ti 18,77 | «= 7,92; 1081 | 1288) 10,80 
Peptone u. Albu- <a Ki 
mosen Pr BE cel 10,52 1710 16,70, 14,50 = 14,70 R 
Diaminosiuren {Vite Y 165 440 1,30 202 2,34 P 

Monoaminosiuren 7 88,83 78,50 82,00 83,48 83.96 
' D 
¢) Kohlenhydratverteilung in mg-% der Trockensubstanz. M 

Freier Zucker . . . . | 100,7 157,9 53,0 119,6 108,0 
Gebundener NichteiweiBzucker . 352.7 407,0 291,5 382,8 358,5 
KiweiBzucker. . . . . . . . . | 1607,0 | 1267,0 1169,0 | 1248.0 1323.0 ; 
' 
d) P-Verteilung in mg-%, der Trockensubstanz. i) 

AnorganwschersP 2. 5 es 8 105.8 119,2 129.0 76,1 105,3 
Lipoid-P . . | 105,83 149,0 129,8 131,4 126,6 4 
Organischer 'P im Rest-N-Filtrat 79,6 24,1 30,0 24,9 42.3 L 
BURRIS uy yy Sa cee Rta per eeiow uty 166,3 193.9 119,6 172,0 162.9 0. 
e) Zusammensetzung der Nucleokiérper in °,. Ki 

eS Os aid see fe” 15,20 | 16,10 17,20 16,72 16,30 
P-Gehalt. . . . a ee eae 0,43 0,74 0,89 0,58 0,66 N 
Kohleuhydratgehalt Caine Wt oe 5 0,96 | 1,25 1,05 1,12 1,09 Pp. 
f) Zusammensetzung der Lipoide in °, der Gesamtlipoide. K 

B-Gebi ek ahs taeda s a 0,22 0,37 0,36 0,42 | 0,34 
TRE) wirce shes bs teas ace 1,05 1,17 1,01 1,20 1,14 v 
Freies Cholesterin. . ..... 19,65 15,56 19,83 16,07 17,76 p. 
Gesamtcholesterin. . . ... . 23,03 16,46 23,34 17,17 20,00 iy 
. ee G 
PUNO ss 8 es ts as 18,5 20,3 15,6 18,8 19,1 ‘ 
Sa 

und nicht zerfallenes Gewebe) entsprechendes Lungensarkom erhalten 
werden konnte. Die bei dieser Untersuchung gefundenen Werte sowie ge 
der Mittelwert der bei den drei Lungencarcinomen durchgefiihrten et 
Bestimmungen sind in der Tabelle II vereinigt. D 
Im Vergleich zur normalen Lunge fanden wir iibereinstimmend A 


mit den Literaturangaben einen héheren Wassergehalt des Tumor ch 
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Tabelle II. 
Zusammensetzung der Lungencarcinome und des 
Lungensarkoms. 








Lungencarcinome 
- : Lungen 








Substanz ie Ba ee 
_ I II lll Mittel- | sarkom 
wert 
H,O-Gehalt in%....... 82,7 78,5 83,5 81,6 84,2 
frockensubstanz in % . 17.3 91.5 16.5 184 158 


a) Zusammensetzung der Trockensubstanz in 


USORI Goo, ee ok ee 9.64 11,34 11,40 10,79 10,07 
OOS | Be rt eae ee 0,53 0,60 0,42 0,51 0,39 
LipoidgehalG... 2. ss. 6% e. 9,58 8,55 8,56 8,89 7,25 
Gesamtcholesterin. . ..... 2,82 1,75 1,92 2,19 1,35 
Kohlenhydratgehalt . . . . . 2,92 2,33 2.98 2,76 2,28 
U0 2 Mie a a re 8,00 10,08 10,15 9,75 8,86 
See ee ee 1,64 1,26 1,25 1,38 1,21 


b) N-Verteilung. 
KiweiB-N |. des Gesamt-N! | 82:81 88,86 | 89,10 86,92 88,04 
Rest-N | ar gull 17,19 11,14 10,90 13,08 11,96 
Peptone u. Albu- 


o/ 
mosen in % des | 32.80 19,3 19,0 23.70 78.20 
Diamiingsleren vat ~— } 8155 728 684 460 
Monoaminosauren! “®%€" + 69,15 75,6 73,72 72,82 17,20 


c) Kohlenhydratverteilung in mg-°}) der Trockensubstanz. 


Prewr Zucker 4. 66 sees 0 0 0 0 | 329 
Gebundener Nichteiweifzucker . 13180 804.0 16220 13480 316,4 
KiweiBzucker. . 2... . . . 16070 =1529,0 = 1870,0 = 1502.0 | 1731 
d) P-Verteilung in mg-°/) der Trockensubstanz. 
Anorganischer P ....... 81,5 180.6 81,8 114,6 127,8 
WIRE ais sachs ele ace’ 69,4 87,3 65,6 74,1 42.9 
Organischer P_ imRest-N-Filtrat 89,9 67,0 29,3 65,1 26,9 
BIGGER a me sk Se % om If, OO 265.6 243.4 263,1 196,3 
e) Zusammensetzung des Nucleokérpers in °. 
POCORN 5c sal ol oes ee 15,65 15,92 15,45 15,67 15,20 
EO a eee 0,53 0,65 0,64 0,61 0,46 
Kohlenhydratgehalt .. . . . . 1,93 1,54 1,92 1,79 1,08 
f) Zusammensetzung der Lipoide in °'9 der Gesamtlipoide. 
IMGUR 2-5 ee GS es 0,45 0,68 0.53 0.55 0,45 
oo AE ee eek er 0,73 1,02 0,76 0,84 0,59 
Freies Cholesterin. . . .... 20,58 18,92 16,56 18,68 16,00 
Gesamtcholesterin. . ..... 29.53 20,46 22.46 24,92 18.62 
MIPONSEY yoi i sa a Sa eS 35,6 32.5 40,8 36.3 38,0 


gewebes, so daB die Menge der Trockensubstanz beim Carcinom um 
etwa 12°, beim Sarkom in noch staérkerem Mae vermindert war. 
Der N-Gehalt der Trockensubstanz war fast unverandert, bei deutlichem 
Anstieg des Anteiles des nicht-koagulablen N auf 13,08 °, beim Car- 
cinom und 11,96 °, beim Sarkom gegeniiber 10,8 °%, N bei der normalen 
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Lunge. Noch gréBer waren die Differenzen in der Zusammensetzut 
des nicht-koagulablen N. Die Menge des Albumosen- und Pepton-) 
die bei der normalen Lunge 10,5 bis 17,1°, des nicht-kcagulablen \ 
betragt, war beim Carcinom der Lunge auf 19,0 bis 32.8 °,, beim Sarkon 
sogar auf 78° erhéht. Der Gehalt an Diaminosauren-N war sowol)| 
beim Carcinom (6,84°,) wie beim Sarkom (4.63°,) gegeniiber de 
Norm (2,34°,) vermehit. Die Untersuchung der Zusammensetzuny 
des nicht-koagulablen N des Lungencarcinoms und -sarkoms ergab in 
Chereinstimmung mit den Befunden von E. Freund! aus dem Jahr 
1889 eine Vermehrung der Peptone und Albumosen im sarkomatése1 
Gewebe im Gegensatz zum normalen und carcinomatésen Gewebe 
Dieser chemischen Differenzierung zwischen Carcinom und Sarkom beim 
Menschen kommt fiir die Atiologie dieser Tumoren grundlegende Bi 
deutuny zu. 

Der Gehalt an Wohlenhydraten war bei den Lungentumoren 
deutlich erhéht. Die Ursache dieser Kohlenhydratvermehrung war bei 
vollstandigem Fehlen des reduzierenden Zuckers hauptsachlich durch 
die sehr starke Zunahme der nicht reduzierenden, im eiweibfreien Filtrat 
vorhandenen Kohlenhydrate bedingt. Die Vermehrung der Kohlen- 
hydrate im Carcinomgewebe ist ebenfalls von E. Freund! zuerst nach- 
gewiesen worden. Das Fehlen des reduzierenden Zuckers im carcinoma 
tésen Gewebe ist nach Untersuchungen von Lustig und Kellner? dadurch 
bedingt, daB einige Minuten nach dem Tode im Tumor der gesamte 
reduzierende Zucker fermentativ zerstért ist, so daB ein Nachweis in 
‘Tiertumoren nur so méglich war, daB innerhalb einiger Sekunden nach 
dem Téten des Tieres das Tumorgewebe in kochendes Wasser bzw. 
10% Na,SO, eingebracht und im enteiweiBten Filtrat der Zucker 
bestimmt wird. Wahrend die EiweiBzuckerwerte gegeniiber der Norm 
bei der carcinomatésen Lunge nur wenig erhéht sind, ist die Menge 
der nicht reduzierenden Kohlenhydrate von 291 bis 407 mg-°, bei der 
normalen Lunge und 516 mg-°{, beim Sarkom auf 804 bis 1,622 mg-°% beim 
Carcinom der Lunge erhéht. Die Kohlenhydratvermehrung beim Car- 
cinom ist hauptsdchlich durch die starke Vermehrung der nicht reduzierenden 
Kohlenhydrate im enteiweiBten Filtrat bedingt. 

Der Gesamt-P-Gehalt und die P-Verteilung im Lungensarkom 
zeigte keine Differenzen gegeniiber der Norm. Der P-Gehalt des Lungen- 
carcinoms war deutlich erhéht, die Vermehrung des P-Gehaltes wai 
hauptsachlich auf die Zunahme des EiweiB-P zuriickzufiihren, was aut 
eine Vermehrung des Nucleoproteidanteiles im Carcinomgewebe hin- 
weist. Diese Vermehrung ist wahrscheinlich durch den gréBeren Zell- 


1 Zitiert nach E. Freund, Wiener med. Wochenschr., Nr. 1, 1925. 
2 Diese Zeitschr. 254, 214, 1932. 
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kernreichtum der Carcinomzellen bedingt. Die Menge des Lipoid-P 
war bei beiden Tumoren stark vermindert, bei gleichzeitiger Vermehrung 
des organischen P im enteiweibten Filtrat, was auf einen Zusammenhang 
zwischen diesen beiden Werten schlieBen laBt. Der N- und P-Gehalt 
der Nucleokérper beider Tumoren zeigte keine Veranderung. Der 
Kohlenhydratgehalt der Nucleokérper des Lungenearcinoms war 
von 109% bei der normalen Lunge auf 1,79°%, beim Lungen- 
carcinom vermehrt. Beim Carcinom der Lunge ist also neben der starken 
Steigerung der nicht reduzierenden Kohlenhydrate im enteiweibten 
Filtrat auch eine starke Vermehrung des Kohlenhydratgehaltes der 
an die Nucleinséure gebundenen Eiweibkérper vorhanden. 

Diese Differenz der chemischen Zusammensetzung des Nucleo- 
kérpers steht vielleicht mit dem von /. Freund! gefundenen veranderten 
biologischen Verhalten der Sodaextrakte aus Carcinomgewebe bei den fiir 
diagnostische Zwecke verwendeten Triibungsteaktionen im Zusammen- 
hang. J. Lustig? fand eine ahnliche Zunahme der Kohlenhydrate 
im sodaléslichen Globulinanteil von carcinomatésen Punktionsfliissig- 
keiten des Menschen. 

Die Menge der Gesamtlipoide war beim Lungencarcinom und 
-sarkom gegeniiber der Norm um etwa 20°, vermindert. Die Zu- 
sammensetzung der Lipoide ergab ahnlich den von Lustig und Mandler 
(l.e.) bei anderen carcinomatésen und sarkomatésen Organen ge- 
fundenen Veranderungen eine starke Zunahme der freien Fettsduren 
und des N-Gehaltes bei gleichzeitiger Abnahme des P-Gehaltes gegen- 
iiber der normalen Lunge. Beim Carcinom ist der Gesamtcholesterin- 
gehalt, auf die Trockensubstanz berechnet, unverandert, auf die Gesamt- 
lipoide berechnet, auf 25° gegeniiber 20°, bei der normalen Lunge 
erh6ht, wobei eine Zunahme des Estercholesterins von durchschnittlich 
3,24 auf 6,24° vorhanden war. Die Cholesterinwerte des Sarkoms 
zeigten keine besonderen Veranderungen. 


Zusammenfassung. 

Die Prifung der Zusammensetzung der Carcinome und des Sarkoms 
der Lunge im Vergleich zur normalen Lunge ergab in Ubereinstimmung 
mit den friiheren Befunden von £. Freund eine charakteristische Zu- 
nahme der Albumosen und Peptone im Sarkomgewebe und eine sehr 
starke Vermehrung der nicht reduzierenden Kohlenhydrate im enteiweipten 
Filtrat sowie eine Vermehrung der Kohlenhydrate im Nucleokérper beim 
Carcinom. 


' Zitiert nach Biochem. Grundlagen der Disposition fiir Carcinom, 
Jul. Springer, 1925. -- * Diese Zeitschr. 288, 307, 1931. 








Die Absorptionsspektren 
des Pyocyanins, Prodigiosins und Violaceins. 
Von 
0. Ehrismann und W. Noethling. 
(Aus dem Hygienischen Institut und dem Institut fiir Strahlenforschung 
der Friedrich-Wilhelms-Universitat in Berlin.) 
(Eingegangen am 24, Januar 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchung von Bakterienfarbstoffen erregte in den letzten 
Jahren vor allem deswegen Interesse, weil sich — im AnschluB an die 
Kntdeckung des sauerstoffiibertragenden Ferments durch O. Warburg 
zeigte, dab auBer diesem noch weitere natiirliche Farbstoffe der Zelle, 
auch eisenfreie, bestimmte Funktionen im Stoffwechselgeschehen, 
vor allem der Atmungsvorgange, zu erfiillen haben. Unter den im Titel 
genannten Farbstoffen kommt dem Pyocyanin eine umschriebene, 
einigermaBen genau untersuchte Wirkung zu. In Verfolg der Michaelis- 
schen Theorie der Oxydationsreduktionspotentiale wurde beobachtet. 
daB dieser in alkalischer Lésung blaue Farbstoff der Pyocyaneus- 
bakterien den Sauerstoffverbrauch lebender Bakterien steigert (2. Fried- 
heim), sowie daB diese Steigerung auf einer spezifischen Begiinstigung 
der Oxydation vor allem von Milchséure beruht (O. Ehrismann)'. Auch 
als Wasserstoffakzeptor bakterieller Dehydrasesysteme ist Pyocyanin 
entsprechend der von L. Michaelis? ermittelten Lage seines Redox- 
potentials verwertbar?, — Ahnlich wie Pyocyanin diirfte auch Violacein 
als ,,akzessorisches Atmungsferment* in Betracht kommen (LF. Fried- 
heim), wahrend wir uns iiber die funktionelle Bedeutung des Prodi- 
giosins zur Zeit noch keine Vorstellung bilden kénnen. Letzteres unter- 
scheidet sich iibrigens ja auch hinsichtlich der Bedingungen seiner 
Reoxydierbarkeit aus dem reduzierten Zustand wesentlich von den beiden 
anderen genannten Farbstoffen. Fiir die friiher diskutierte Annahme. 
Prodigiosin sei als Schutzstoff gegeniiber der Einwirkung der Sonnen- 
strahlen auf die im Freien lebenden Prodigiosusbakterien zu betrachten, 
bestehen keine sicheren Anhaltspunkte }. 

Entsprechend der funktionellen Bedeutung der Bakterienfarbstoffe 
wurden ihrem chemischen Verhalten eingehende Arbeiten gewidmet. 


' O. Ehrismann, Zeitschr. f. Hyg. 116, 209 u. 490, 1934; beziiglich 
weiterer Literatur sei hier wie im folgenden auf die in den angegebenen 
Mitteilungen angefiihiten weiteren Arbeiten verwiesen. 2 L. Michaelis, 
Oxydations - Reduktionspotentiale, Berlin 1933, S. 181 und Literatur- 
verzeichnis; A. G@. Stern, Tabulae biologicae periodica, Bd. IV, Nr. 1, 8. 3, 
1934. 30, Ehrismann, Zentralbl. f. Bakt., 1. Orig., 135, 56, 1935. 

! Vel. hierzu O. Ehrismann u. W. Noethling, Zeitschr. f. Hyg. 113, 597, 1932. 
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Fr. Wrede! verdanken wir die Aufklarung der chemischen Konstitution 
des Pyocyanins und Prodigiosins sowie Verfahren zur synthetischen 
Darstellung des ersteren. Auch Violacein wurde von Fr. Wrede in 


kristallinischem Zustand gewonnen. 

All dies veranlaBte uns, die Absorptionsspektren der drei Farb- 
stoffe im Sichtbaren und Ultraviolett aufzunehmen. Das spektrale 
Verhalten gehért mit zur physikalisch-chemischen Charakteristik der 
betreffenden Substanz. Ein Riickschlu8 von ihm auf die chemische 
Konstitution der Verbindung ist allerdings nicht ohne weiteres méglich. 
Andererseits darf daran erinnert werden, daB durch quantitative Ab- 
sorptionsmessungen der Gehalt der Zelle an Atmungsferment sowie 
sein Verhalten im Verlauf oxydativer bzw. anoxydativer Leistungen 
durch Warburg und seine Mitarbeiter untersucht werden konnte, die 
Ermittlung des Absorptionsspektrums somit Voraussetzung fiir derartige 
physiologische Versuche auch z. B. beim Pyocyanin ist. 


Die rein dargestellten Farbstoffe wurden uns von Herrn Prof. Fr. Wred 
liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellt. Pyocyaninchlorid erhielten 
wir auch von der Firma F. Hoffmann-La Roche. Sie wurden in Wasser 
bzw. in Alkohol gelést und je nachdem mit n/10 NaOH oder n/10 HCI in 
geringem Uberschu8 versetzt. Die Konzentrationen wurden so gewahlt, 
daB sie den durch die MeSapparatur und das jeweils zu untersuchende 
Teilgebiet des Spektrums gegebenen Bedingungen entsprachen, und die 
Einzelablesungen in dem MeBSbereich der kleinsten prozentualen Fehler 
breite erfolgen konnte. Sie lagen im allgemeinen in der GréSenordnung 
von n/1000-molaren Lésungen. Wahrend beim Pyocyanin die molare Kon- 
zentration gesichert werden konnte, war dies bei den beiden anderen Farb- 
stoffen nicht méglich. Bei Prodigiosin ist zwar das Molekulargewicht 
bekannt, doch zeigte sich, daB ein wenn auch geringer Anteil der Substanz 
nicht in Lésung ging. Bei der kleinen Gesamtmenge des zur Verfiigung 
stehenden Materials und der Zersetzlichkeit des Farbstoffs waren weitere 
Manipulationen ausgeschlossen. Beim Violacein fehlt noch die Kenntnis 
des Molekulargewichts. 

Wihrend der Messungen befanden sich die Farbstofflésungen in plan- 
parallelen Quarzkiivetten, in denen die Extinktion relativ zu einer gleich- 
dimensionierten Quarzkiivette, die nur das jeweilige LOsungsmittel enthielt, 
bestimmt wurde. Konzentration und Schichtdicke wurden bei Parallel- 
messungen in der verschiedensten Weise variiert. Das durchgehende Licht 
wurde im Ultraviolett mit Kaliumzellen, im langwelligen Gebiet mit einer 
Selenzelle gemessen. Die Monochromatisierung des Lichtes erfolgte durch 
spektrale Zerlegung mit Doppelmonochromatoren, die fiir das Ultraviolett 
mit Quarzoptik, fiir das Sichtbare mit Glasoptik ausgestattet waren’. 
Als Lichtquelle dienten fiir das Ultraviolett Quarzquecksilberdampfbrenner 
und ein Quarzcadmiumbrenner, so dali also die Hg- und Cd-Linien fiir die 


' Kurze zusammenfassende Darstellung: Fr. Wrede, Zeitschr. f. Hyg. 


111, 90, 1930. * Der Raumersparnis wegen wurde von einer ausfiihrlichen 
Beschreibung der Apparaturen und MeSvorrichtungen Abstand genommen. 
Einzelheiten und Abbildungen sind enthalten bei O. Ehrismann u. VW. Noeth 
ling, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskr. 113, 597, 1932 und W. Friedrich u. 
H. Schreiber, Ergebn. d. med. Strahlenforsch. Bd. V, 548, 1931. 
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Untersuchungen in diesem Gebiet zur Verfiigung standen. Fiir das Sicht 
bare diente als Lichtyuelle das Emissionsspektrum einer Wolframlampe. 
Das Pyocyanin wurde untersucht von Fr. Wrede und #. Strack!. 
Sie erkannten dasselbe als ein N-methyliertes %-Oxyphenacin und 
konnten es synthetisch darstellen. 
CHs 


| 
| 


N 


O 


Tabelle. Lu. 11] Extinktionskoeffizienten fiir m, 1000 Lésungen von 
‘ J : - i ] Jy ‘ ‘ 
Pyocyanin in HCl und NaOH. Lymo = log (d Schicht 
Cmmol - @ J 
dicke in em). HI. Extinktionskoeffizienten (spezifische) von Vio 
lacein (0,001 g in 1 cem 96° igem Alkohol). 





; L I II I os 1 
sc Bh a Violacein | 4 ™ ga i Violacein 
690 ~ 0,193 —_ 450 — 1,029 - 
686 1,83 ~ 2.8 440 0,35 1,082 4.8 
674 2.75 0,615 5,2 436 0,50 0,850 4.5 
660 2,90 0,142 124 420 O85 0,436 — 
640 2.38 0,463 26,5 405 0,90 1,776 6,5 
620 1,90 0,496 36,4 391 0,95 2.070 

610 1,70 0,655 — 366 3,95 7,12: 9,1 
600 1,52 0,791 44.7 361 5,06 6,335 = 
580 - 1,156 — 347 4,00 2.675 — 
579 1,24 _- 8 840 3.63 _— 

577 1,12 -- — 334 4.10 1,040 7.1 
560 0,92 1,493 44,5 326 13.00 0.638 — 
544 0,86 — — 313 3,07 0,707 9,0 
540 0,77 1,767 39,5 303 2.30 1,923 10,9 
520 0,64 1,918 31,5 298 2,780 - 
500 0,52 1,804 21,5 297 1,10 3,185 11,4 
492 ~- 1,720 — 289 — 9,065 13,6 
480 0,38 1,533 14,2 281 0,63 12,720 20.0 
470 — 1,338 — 265 0,71 11,650 30.0 
466 0,36 — 8.6 254 1,05 4,490 29,0 
460 0,34 1,194 — 240 1,95 3,380 29,0 





Sie diskutierten zunachst auf Grund ihrer Untersuchungen eine 
dimere Formel von der Summenformel C,H g)9N,0,, bei der zwei 


' Fr, Wrede u. E. Strack, Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 1, 1925; 142, 
103, 1925; 177, 177, 1928; 181, 59, 1929; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 
2051, 1929. 
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Molekel in der Form vereinigt seien, daB die nicht methylierten N-Atome 
bei Annahme von fiinfwertigem Stickstoff miteinander durch Doppel- 
bindung verbunden waren. In Verfolg seiner Untersuchungen iiber 
das Oxydations- und Reduktionspotential kam jedoch ZL. Michaelis? 
zu der Folgerung, daB die monomolekulare Formel die tatséchliche 
ware. Einer direkten Mitteilung von Fr. Wrede an die Verfasser zufolge 
halt auch Fr. Wrede, insbesondere nach den Untersuchungen von 
R. Kuhn und K. Schén?, nicht unbedingt an der dimolekularen Formel 
fest und glaubt, daB die monomolekulare Formel, der ein Molekular- 
gewicht von C,H, ,N,O = 210 

entspricht, die am besten ge- ES SSS a 
sicherte sei. Dieses Molekular- 
gewicht wurde daher den Be- 
rechnungen zugrunde gelegt. 
In der Tabelle sind’ die 
Extinktionskoeffizienten — fiir 10 
m 1000 Lésungen aufgefiihrt. 
Die blaue Modifikation (in 
NaOH) des Farbstoffs zeigt 
nach einem kleineren Extink- i 
tionsmaximum bei 660 my 
erst bei 326 my sehr starke 
Absorption. Nach dem kurz- : 
welligen Ultraviolett jedoch 4) pa 
fallt die Kurve wieder steil 

ab und erreicht gerade in Fa | 


sf 








= 





dem biologisch stark wirk- “% — ™, aN / 7 
~ ‘A ™ / H 


Mo “ae” ef 
264 my. ein tiefes Minimum. | poo tt Ne 
Dies steht in gutem Einklang id 600 pg Ro JOO mys 200 
mit der Tatsache, daB die MA 1. Miisatbhiinataias tes Dacia. 
lebenden Pyocyaneus - Bak- ——— in HCl, - --- in NaOH. 
terien gegen die Strahlung aus 
diesem Gebiet des Spektrums auBerordentlich empfindlich sind, und 
zu ihrer Abtétung, trotzdem sie stark blaugriin gefarbt sind, nicht mehr 
Energie erforderlich ist als beispielsweise zur Abt6tung des ungefarbten 
B. Coli. Man kann aus dem Verlauf der Absorptionskurve des Farbstoffs 
schlieBen, daB die friiher mitgeteilte Kurve der Durchlassigkeit von Bak- 
terienaufschwemmungen, die in Ubereinstimmung mit dem Wirkungs- 
spektrum der bakteriziden Wirkung starke Absorption zwischen 300 mu. 
und 265 my. aufweist, nicht durch den Farbstoff bedingt ist, sondern als 


samen Gebiet zwischen 300 mu 








' L.. Michaelis, Chem. Rev. 16, 243, 1935. 2 PR. Kuhn u. K. Schon, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 1537, 1935. 
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Resultante mit der Absorptionskurve des gerade fiir die bakterizide 
Wirkung in Frage kommenden sonstigen Zellinhalts, insbesondere also 
des EiweiBes, aufzufassen ist. Die rote Modifikation des Pyocyanins 
(HCl) zeigt gerade von 300 my beginnend bei 281 mu ihr Hauptmaximum 
der Absorption, bei dem es sich ebenfalls um eine sehr schmale Bande 


handelt. Kleinere Maxima liegen wie aus der Farbung der Losung 
bei durchfallendem Licht zu erwarten ist bei 520 my und vom 
Violett beginnend bei 366 my, wahrend im Blau bei 420 mu ein 


flaches Minimum der Absorption zu finden ist. 

Das Prodigiosin, der intensiv rote Farbstoff des B. prodigiosus, 
wurde, wie das Pyocyanin, ebenfalls von Fr. Wrede! in sehr schwierigen 
und langwierigen Untersuchungen in seiner chemischen Konstitution 
geklart. Es ist danach als ein Tripyrrylmethan-Derivat mit der Summen- 
formel C>H,,ON, zu betrachten, dem nach den Untersuchungen von 
Wrede folgender Aufbau zuzuschreiben ist: 

CH, (CH), OCH, 
CH, C 
NH N 
HN 4 

Die Ergebnisse der Absorptionsmessungen des Prodigiosins, die in 
mit HCl angesiuertem Alkohol und bei in weiten Grenzen variierten 
Konzentrationen vorgenommen wurden, sind in Abb. 2in Form ,,typischer 


J ; ; 
Farbkurven™ durch Auftragen der log (log 7 -Werte dargestellt. Die 


Parallelitat der Kurven ist hinreichend gut, um sagen zu k6énnen, 
daB der Typus der Farbkurve einwandfrei zum Ausdruck kommt 
und eine vielleicht eingetretene teilweise Zersetzung des Materials 
nur geringfiigig gewesen sein kann oder zu Produkten gefiihrt hat 

unléslichen oder farblosen —, die nur die Konzentration verandern. 
Auch von Bact. prodigiosum wurden bereits in einer fritheren Arbeit 
Durchlassigkeitskurven von Bakterienaufschwemmungen im _ Ultra- 
violett mitgeteilt. Nur unter besonderen ihrem Wesen nach noch nicht 
recht geklarten Bedingungen wachst B. prodigiosum in schén scharlach- 
roten Rasen: man kann leicht auch hellere oder farblose Kulturen 
erhalten. Die Differenzen im relativen Verlauf der Durchlassigkeits- 
kurven von Aufschwemmungen der roten und der farblosen Bakterien- 
modifikation konnten so gedeutet werden, da dadurch Absorptions- 
maxima und -minima des Farbstoffs charakterisiert wurden. In Abb. 10 
der erwahnten Arbeit kommt zum Ausdruck, daB sich die beiden Kurven 


1 Fr. Wrede, Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 125, 1932; Fr. Wrede u. 
A. Rothhaas, ebenda 215, 67, 1933; 219, 267, 1933; 222, 208, 1933; 226, 
95, 1934. 
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bei 313 bis 300 mu und bei 254 my nahern, was auf Absorptionsminima 
des Farbstoffs hinweist, und der Abstand sich bei 400 bis 334 mu und 
bei 281 mu, wo Absorptionsbanden liegen miissen, vergréBert. Wie 
Abb.2 zeigt, stimmt dies mit den tatsachlichen Absorptionsverhaltnissen 
des reinen Farbstoffs tiberein. Es finden sich ausgepragte Maxima bei 
290 mu und bei etwa 380 mu, dagegen Minima bei 326 my und _ bei 
254mu. Ein weiteres Minimum liegt dann im Sichtbaren noch bei 
420 mu, an das sich nach dem Griin und Gelb zu ein breites Gebiet 





a eugene sacubeneil one aia 














~*~ 
wi VY 
| 
| TIE, TEAS ALLE CARTIER SS CMR 
WO 500 500 rT 300 ma 200 


on | 
Abb. 2. Typische Farbkurven von Prodigiosin. 
starker Absorption mit einem Maximum bei 550 my anschlieBt. Dann 
folgt das der sichbaren Farbe des Prodigiosins entsprechende Minimum 
im Rot. Bemerkenswert scheint in biologischer Hinsicht, dali beim 
Prodigiosin eine starke Absorption des biologisch stark wirksamen 
Spektralgebietes von 300 bis 365 mu stattfindet. Schon der Vergleich 
von Aufschwemmungen gefarbter und ungefarbter Kulturen hatte das 
gezeigt. Es liegt der Gedanke nahe, da die Entwicklung des Farb- 
stoffs in der Natur einen Schutz gegen diese stark bakterizid wirkende 
Strahlung bildet und darin ein Faktor zur Klarung der besonders starken 
Resistenz der gefirbten Bakterien zu finden ware. Aber im Gegensatz 
zu dieser Erwartung haben einige parallele Bestrahlungsserien von stark 
scharlachrot gefarbten und fast weiBen Kulturen von Bact. prodigiosum 
eine zwar nicht bedeutende aber deutlich feststellbare gréBere Empfind- 
lichkeit der roten Modifikation ergeben. Ob diese gréBere Strahlen- 
empfindlichkeit in veranderten biologischen oder physiologischen Eigen- 
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schaften der Bakterien selbst begriindet ist oder etwa dem Farbstoff 
eine Art sensibilisierender Wirkung zuzuschreiben ist, bleibt zundachst 
noch unentschieden. 

Beim Violacein sind die Untersuchungen zur Klaérung der che- 
mischen Struktur noch nicht so weit vorgeschritten wie beim Pyocyanin 
und Prodigiosin. Fr. Wrede! gelang es, ein Verfahren zur bequemen 
Zichtung geniigend umfangreicher Kulturen zu finden und den in 
ihnen enthaltenen Farbstoff aus Pyridin zu kristallisieren. Die Analysen- 
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Abb. 3. Typische Farbkurven von Violacin. 
werte gaben eine Summenformel von C,.H,,O0,N, oder C5) HyOgN ¢. 
Fiir die Absorptionsmessungen wurde der Farbstoff in 96 igen Alkoho| 
gelist. Auch hier wurden die Extinktionskoeffizienten fiir die ver- 
schiedenen Teilgebiete des Spektrums und die verschiedenen Konzen- 
trationen und Schichtdicken, bei denen die Extinktion gemessen wurde. 
J 
Abb. 3 als log | 


}) -Kurven zusammengestellt. Sie zeigen gute 
-arallelitat, woraus auf die Reinheit des untersuchten Materials ge- 
schlossen werden kann. Die dritte Spalte der Tabelle enthalt ferner 
die Werte der spezifischen Extinktionskoeffizienten fiir Lésungen von 
0,001 g Violacein in 1 cem 96°%%igen Alkohols. Im sichtbaren Gebiet 
zeigt sich bei Violacein eine breite Absorptionsbande von 700 bis 450 mu, 
mit einem Maximum bei 480 mu, wahrend bei 440 my ein Minimum zu 
finden ist, also im Blau und Violett, das der sichtbaren Farbe der 
Lésung entspricht. Mit Ausnahme eines kleineren Maximums bei 
370 my, zeigt die Absorption des Violaceins dann im Gegensatz besonders 
zum Pyocyanin einen verhaltnismaBig einfachen und stetigen Anstieg 
zum kurzwelligen Ultraviolett hin. 


1 Fr. Wrede u. A. Rothhaas, Zeitschr. f. physiol. Chem. 223, 113, 1934. 
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Uber den Mechanismus der antihimolytischen und gerinnungs- 


a hemmenden Wirkung einiger Blutstabilisatoren. 
he- Von 
nin W.S. Iljin. 
1en (Aus dem experimentellen Laboratorium des Forschungsinstituts fiir Blut- 
in transfusion in Leningrad.) 
en- (Eingegangen am 14. Dezember 1935.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 

Die Hemmung der Himolyse durch zitronensaures Natrium wurde 
von Bordet entdeckt, der diese Tatsache damit erklarte, daB das 
Citrat der Fixierung des Alexins auf den sensibilisierten Erythrocyten 
entgegenwirkt. Mit dieser Erklarung stimmen die Beobachtungen von 
Gengou iiberein, daB zitronensaures Natrium auch der Adsorption von 
Kolloiden (Gummi arabicum, Mucin, Starke) durch eine Aufschwemmung 
von schwefelsaurem Barium entgegenwirkt. Gengou ist der Meinung, daB 
Citrat als eine ,,die Affinitat zur Adsorption verringernde Substanz 
wirkt. 1921 wurde eine Beobachtung von Unger veréffentlicht, welcher 
feststellte, daB das Citrat eine Ablenkung des Komplements in der 
Wassermann-Reaktion herbeifiihrt. 

In unseren Versuchen mit Mischungen von menschlichem Citrat- 
blut mit Citratblut von Hunden in vitro konnten wir uns iiberzeugen, daB 
keine Hamolyse eintritt, gleichviel in welchem Verhiltnis das Blut ge- 

N 6: mischt wird; bei intravenéser Einfiihrung menschlichen Blutes beim 
ol Hunde konnten wir jedoch unfehlbar himolytischen Schock mit starker 
=: Bluthémolyse hervorrufen. 
nal In der vorliegenden Arbeit soll diese Erscheinung naher untersucht 
le. werden. 
ite Unsere Versuchsmethodik war sehr einfach: wir mischten im Reagens- 
glaschen Blut von Mensch und Hund in verschiedenem Verhaltnis (meist 
re. waren es | Teil menschliches Blut mit 3 Teilen Hundeblut). In der Mehrzahl 
or der Versuche benutzten wir defibriniertes Blut; wenn bei der Defibrinierung 
merkliche Hiamolyse eintrat (was zuweilen bei der Defibrinierung von 
on Hundeblut vorkam), benutzten wir das Blut nicht. Vor dem Vermischen 
let des Blutes fiigten wir in bestimmter Reihenfolge die Stoffe hinzu, deren 
Lh, Wirkung auf die Hiimolyse wir beobachten wollten. Zur Kontrolle (k) wurde 
Zu dem Blut anstatt der zu untersuchenden Stoffe eine gleiche Menge physiologi- 
_ scher Kochsalzlésung (0,85 % NaCl) hinzugefugt. Nach grindlichem Mischen 
yi wurden alle Reagensglaschen in einen Wasserbad-Thermostaten von 37 bis 
eC] 39° fiir 15 bis 30 Minuten gebracht. Dann wurde das Blut aus allen Gliaischen 
rs moglichst rasch und gleichzeitig zentrifugiert und im Serum (wenn wir 
eg Vollblut benutzten — im Plasma) der Grad der Haimolyse bestimmt. Die 


Bestimmung des prozentualen Gehalts an Hamoglobin im Serum erfolgte 
mit einer Genauigkeit bis zu 0,25°% Diese Genauigkeit geniigte uns in 
4 Anbetracht der starken Schwankungen des Himoglobingehaltes bei unseren 
Versuchen vollkommen. 
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Die ersten Versuche! iiberzeugten uns davon, daB die Hemmung 
der Hamolyse bei den Versuchen in vitro tatsdchlich auf das Hinzufiigen von 


zitronensaurem Natrium zuriickzufiihren ist. 

Die Angaben dieser Abbildung zeigen, daB beim Vermischen 
menschlichen Blutes mit Hundeblut ohne Citrat Hamolyse eintritt. Dies 
entspricht der bekannten 'Tatsache, dal} Haimolysine im Hundeserum 
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Abb. 1*. Hemmung der Hiimo- Abb. 2.  Wirkung ansteigender 
lyse durch Citrat (1). Dosen von 4°/, Citrat auf die 


Himolyse. K == Kontrolle. 


vorkommen. Bei diesen Versuchen wurde das Blut, um eine Gerinnung zu 
vermeiden, entweder unter fliissigem Paraffin entnommen und _ ver- 
mischt (IT) oder aus Glaschen, die in Eis standen (III). Auch defibriniertes 
Blut wurde benutzt (IV). Im I. Glaschen wurde Citratblut vermischt. 

Abb. 2 zeigt die Wirkung ansteigender 
Citratdosen auf die Hamolyse bei Vermischen 
mit defibriniertem Blute. 

Seit den klassischen Untersuchungen von 
Hammarsten und Sabattani gilt als feststehend, 
daB die gerinnungshemmende Wirkung von 
Oxalat und Citrat auf der Bindung (Blockierung) 
von Calciumionen im Blute beruht. Wir nahmen 

_ an, daB die Hemmung der Hamolyse durch 

WH 0 85 050 40cem Call, os ; “il : 
TRAN I Citrat durch dieselbe Tatsache hervorgerufen 
Abb. 3. Wirkungansteigender Wird, und untersuchten daher die Wirkung von 
en go gn Calcium auf die himolysehemmende Wirkung 
Citrat. Siiule I: nur Citrat von Citrat. Wie aus Abb. 3 zu ersehen ist, 


hinzugefiigt; Siule II, IV 
und V: dasselbe + CaCl. 

















macht die Hinzufiigung von Chlorcalcium (iso- 
tonische Lésung) die haimolyschemmende Wir- 
' Diese Versuchsgruppe wurde ebenso wie einige der nachfolgenden 
unter Beteiligung von B. Anzypalowskaja vorgenommen. * Auf allen 
Abbildungen zeigt die Héhe der schwarzen Saulen den Grad der Hamolyse 
im hamolytischen System ohne Hinzufiigen von Stabilisatoren an, diejenige 
der weiBen das gleiche, jedoch unter Hinzufiigen von Stabilisatoren. 
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kung von Citrat zunichte; mit anderen Worten, wir diberzeugten uns 
davon, daB ein Hinzufiigen von Calcium die Entwicklung der durch Citrat 
gehemmten Himolyse férdert, ebenso wie das Hinzufiigen von Calcium 
Citratvollblut zur Gerinnung bringt. 

Nachdem unsere Arbeit fast zum AbschluB gebracht war, bekamen 
wir Einblick in die interessanten Arbeiten von Diacono, der unter anderem 
die Wirkung von Citrat auf den Titer von Hamolysinen im Blute mit 
Hammelerythrocyten immunisierter Meerschweinchen studiert hatte 
und eine starke Senkung des Titers, bis zur vélligen Hemmung der 
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Abb. 4. Wirkung ansteigender Dosen von 2 °/, Oxalat und 3°/, Fluorid auf die Hamolyse (11 und IIT); 
Wirkung von CaCl, auf die Hemmung der Himolyse durch Oxalat und Fluorid (11D). 


Hamolyse, feststellte: Chlorcaleium setzte die Wirkung des Citrats in 
demselben Verhiltnis herab, wie dies bei den Versuchen mit Blut- 
gerinnung der Fall ist. Somit waren unsere Versuche in diesem Teil 
der Arbeit eine Bestatigung der Befunde von Diacono. 

Fernerhin machten wir Versuche mit anderen gerinnungshemmenden 
Stoffen, deren stabilisierende Wirkung von der Mehrzahl der Forscher 
gleichfalls durch die Einwirkung auf Calcium erklart wird das sind 
einige Salze der Oxal- und Fluorwasserstoffsaure. 

Diese Versuche haben nachgewiesen, dap Kaliumoxalat und Fluor- 
natrium die gleiche hdimolysehemmende Wirkung besitzen wie Citrat; 
Calcium schwicht Citrat, oder verhindert die hemmende Wirkung von 
Oxalat und Fluorid. 

Am leichtesten ist die Wirkung von Citrat, Oxalat und Fluorid zu 
erklaren, wenn man voraussetzt, daB das Calcium ein wichtiger Faktor bei 
der Haémolyse ebenso wie bei der Blutgerinnung ist und daB Oxalat, 
Citrat und Fluorid Calcium binden; dadurch wird die Hémolyse (ebenso 
wie die Gerinnung) verhindert. In gleicher Weise erklart Diacono die 














386 W.S. Iljin: 
Wirkung, indem er folgenden SchluB zieht: . . . die hemmende Wirkun: 
von Natriumcitrat besteht in Blockierung der ,,Calcium‘‘ionen im himo 
lytischen System. Diese Ionen sind zur normalen Entwicklung de: 
Hamolyse erforderlich. Die Wirkung des Citrats besteht in eine: 
Dekalzifikation ...‘‘ So waren auch wir zu Beginn unserer Arbeit 
geneigt, die Wirkung von Citrat, ebenso wie die von Oxalat und Fluorid 
zu erklaren. Der weitere Verlauf der Versuche, sowie der Vergleich 
ihrer Ergebnisse mit den Schrifttumsangaben tiberzeugten uns von de: 
Irrtiimlichkeit einer solchen Deutung. 


In der Tat, wenn man als Grund 

lage den von Diacono abgelehnten 

Standpunkt annimmt, daB die Hem 
6| mung der Hamolyse durch Citrat 
(auch Oxalat und Fluorid) durch 
dessen Einwirkung auf das Kom 
plement zu erklaren ist, so kénnen 
unsere Befunde, sowie diejenigen von 
Diacono, anders gedeutet werden 
1 Ein Hinzufiigen von Calcium in den 
Versuchen mit Citrat-, Oxalat- ode: 
Fluoridblut ruft eine Bindung diese: 
Stabilisatoren durch Calcium hervor. 
Dadurch wird das Komplement frei 
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6 7 und die Hamolyse entwickelt sich 
5 von neuem. Im zweiten Versuch von 
4 Diacono trat partielle Hamolyse nach 
F Hinzufiigen des Komplementiiber- 

schusses zum hamolytischen System 
ar, ein, das durch eine verhaltnismaBig 
‘ ] [] geringe Dosis von Citrat gehemmt war 

PU Oo py 














7K G25 G50 GIS 10 28 §5.com 5% berm Zum weiteren Studium der Frage 
Abb. 5. Wirkung ansteigender Dosen von nahmen wir Versuche vor, um die 
1°), eget A, Germann “Wirkung solcher Stabilisatoren auf 
die Hamolyse festzustellen, deren 

gerinnungshemmender Einflu8 jedenfalls nicht auf der Bindung des 
Calciums begriindet ist. Solche Stabilisatoren sind Hirudin, Novirudin, 
Heparin, Liquoid, Germanin u.a. Fuchs und Hartmann, Fuchs und 
v. Falkenhausen haben bereits nachgewiesen, daB diese Stabilisatoren 
eine antikomplementare Wirkung haben. Wir stellten eine Reihe von 
Versuchen zum Studium der Wirkung von Germanin, Hirudin und dreier 
Praéparate Synanthrin auf Hamolyse an. (Synanthrin 27, 33 und 47 
sind Antigerinnungssubstanzen, im Laboratorium von Brjuchonenko in 
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Moskau synthetisiert. Abb. 5 bringt ausschlieBlich Versuche mit 
Synanthrin 27 (die iibrigen hatten das gleiche Ergebnis). 


Wie aus der Abbildung zu ersehen ist, besitzen die Stabilisatoren der 
betreffenden Gruppe, ebenso wie Citrat, Oxalat und Fluorid, eine starke 
haimolysehemmende Wirkung. 

Ferner nahmen wir. ahnlich unseren Versuchen mit Citrat., eine 
Reihe von Versuchen zum Studium des Einflusses von Chlorcaleium auf 
die hamolysehemmende Wirkung von Synanthrin, Germanin und 
Hirudin vor. Wie aus der Abbildung zu ersehen ist, hat das Calcium bei 
diesen Versuchen eine den Versuchen — 
mit Citrat entgegengesetzte Wirkung, 
und zwar vernichtet das Calcium nicht 
die Wirkung der Stabilisatoren, son- 
dern verstarkt sie. Das Ergebnis dieser 
Versuche ist erklarlich, wenn wir daran 
denken, dais das Calcium an sich in 
bestimmter Konzentration die Fahig- 
keit, die Hamolyse zu hemmen, besitzt 
(Liebermann). Somit hatten wir offen- 
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bar in dieser Versuchsgruppe eine Sum- J uaMnwviai 
mierung der in der gleichen Richtung Abb. 6. Wirkung ansteigender Dosen 
: ° . oye von CaCl, auf die Hemmung der Himo- 
witkenden Stabilisatoren und = des lyse durch Synanthrin 27. Siule II: 
Caleiums. nur 0,5cem Synanthrin 27 beigefiiat: 
% 2 -! Siiule ILI, IV, V, VI und VIL: dasselbe 
Somit sind alle gerinnungshemmen- + CaCl. 


den Stoffe gleichzeitig auch antihimo- 
lytisch. Dies kann keineswegs ein Zufall sein. Auf Grund obiger 
Versuche und unserer Erwagungen betrachten wir es als wahrscheinlich, 
daB die Wirkung aller Stabilisatoren (zumindest in bezug auf die Ha- 
molyse) die gleiche Grundlage hat. Die hervorragenden Arbeiten von 
Fuchs und v. Falkenhausen haben gezeigt, daB im ProzeB der Hamo- 
lyse und Gerinnung ein gemeinsames Element beteiligt ist: ei Kom- 
plement, das Prothrombin, dessen Identitaét sie festgestellt haben. 

Diese Untersuchungen kliren uns dariiber auf, daB die Stabili- 
satoren, deren gerinnungshemmende Wirkung der Einwitkung auf 
Thrombin oder Prothrombin zuzuschreiben ist, auch eine die Hamolyse 
hemmende Wirkung besitzen. Eine ebensolche Wirkung haben aber 
auch Citrat, Oxalat und Fluorid. Wie gesagt, kann ihre Wirkung auf 
zweierlei Weise erklart werden: 

durch 1. die Einwirkung auf das Calcium, 

2. die Einwirkung auf das Komplement. 

Zur endgiiltigen Lésung dieser Frage nahmen wir Versuche zum 

Studium der Wirkung der Stabilisatoren auf das Komplement vor. 








W.S. Ijin: 


Die Versuche waren folgende: zuerst eine Orientierungsserie zu) 
Feststellung der Menge des Stabilisators, die zur vélligen Hemmung 
der Hamolyse in unserem System erforderlich war. Wenn nun di 
Wirkung des Stabilisators auf der Bindung des Komplements begriindet 
ist, so muB das vollige Fehlen der Hamolyse darauf hinweisen, da das 
ganze Komplement gebunden ist. Es muB also ein weiteres Hinzufiigen 
des Komplementiiberschusses von neuem Hamolyse hervorrufen. Als 
Komplement fiigten wir frisches Hundeserum hinzu. Zur Kontrolle 
nahmen wir das gleiche Serum, indem wir es vorher im Laufe von 30 bis 
40 Minuten auf 55 bis 57° erwarmten. 

Abb. 7 bringt nur die Versuche mit Synanthrin 27, Citrat, Oxalat 
und Fluorid. Gleiche Ergebnisse hatten die Versuche mit Germanin, 
Hirudin, Synanthrin 33 und 47. 
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Abb. 7. Wirkung von frischem Serum auf die Hemmung der Haimolyse durch Citrat (4), Synan- 
thrin 27 (B), Oxalat (C) und Fluorid (D) 


. Wie aus obigen Befunden zu ersehen ist, rief das Hinzufiigen von 
frischem Serum von neuem die durch die Stabilisatoren gehemmte Hamol ys« 
hervor: das erwdrmte Serum hatte keine solche Wirkung. Somit beruht dice 
Wirkung aller von uns untersuchten Stabilisatoren, einschlieflich Citrat, 
Oxalat und Fluorid, auf der Inaktivierung des Komplements. Diese 
Versuche wiederholten wir (zusammen mit Dr. /. Kusnezov), indem wir 
uns dabei des klassischen hamolytischen Systems, das auch Diacono 
benutzte, bedienten. Diese Versuche bestatigten unsere Befunde. Das 
negative Ergebnis der Versuche von Diacono (in bezug auf die Wirkung 
von Citrat auf das Komplement) erklaren wir dadurch, daB dieser Autor 
bei seinen Versuchen einen CitratiiberschuB nahm, der eine inaktivierende 
Wirkung auf das hinzugefiigte Komplement ausiibte. 

Wir glauben in unseren Versuchen zum Studium der Wirkung 
der zweiwertigen Kationen Mg, Ca, Sr und Ba auf das hamolytische, 
durch Citrat, Oxalat und Fluorid gehemmte System einen wichtigen 
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Beweis zu haben gegen die Ansicht von Diacono iiber die spezifische 


Rolle des Caleiums im ProzeB der Hamolyse, sowie gegen seinen 
Versuch, die antihémolytische Wirkung des Citrats durch Blockierung 
der Calciumionen zu erklaren. 

Wir ordneten diese Versuche auf Grund unserer Deutung der 
Wirkung von Calcium auf die durch Citrat, Oxalat und Fluorid gehemmte 
Hamolyse an. Wir sind namlich der Meinung, daB, wenn das Calcium bei 
der Verbindung mit Oxal-, Fluorwasserstoff- oder Citronensaure das 
Komplement befreit, eine ebensolche Wirkung auch Mg, Sr und Ba aus- 
iiben miissen, da sie die Fahigkeit besitzen, mit Leichtigkeit Verbindungen 
mit genannten Sauren einzugehen und mit diesen meist schwer lésliche 
oder praktisch unlésliche Salze zu_bilden. 

Abb. 8 bringt einen solchen Versuch mit Fluornatrium. Die Ver- 
suche mit Citrat und Oxalat ergaben das gleiche. 
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Abb. 8. Wirkung doppelvalenter Kationen auf die Hemmung der Himolyse durch Fluorid: in 
| Hinzufiigung von NaF, in IL bis XIIL auBerdem verschiedene Dosen MgCl., CaCl,, Srl, 
und BaCl, (Isotonische Lésungen). 


Aus der Abb. 8 ist zu ersehen, dag Mg, Sr und Ba ihre Wirkung 
in der gleichen Richtung ausiiben wie auch Ca, d.h. daB die durch 
Oxalat, Fluorid oder Citrat gehemmte Hdmolyse sich bei Hinzufiigen von 
Mq, Ca, Sr oder Ba entwickelt. Diese Befunde gestatten uns, die Schliisse 
von Lacono iiber die spezifische Rolle des Calciums im hamolytischen 
ProzeB abzulehnen; jedenfalls kann das Calcium mit Leichtigkeit durch 
Mg, Sr und Ba ersetzt werden. Ubrigens iiben bekanntlich die doppel- 
ralenten Kationen (Mg, Ca, Sr und Ba) — in bestimmter Konzentration 
eine hemmende Wirkung auf das Komplement aus. Somit haben wir es 
bei unseren Versuchen mit zwei in der gleichen Richtung wirkenden 
Systemen zu tun (Oxalat, Fluorid und Citrat einerseits, und Ca, Mg, Sr 
und Ba andererseits), welche bei gemeinsamer Wirkung einander neutrali- 


sieren. Jedoch aéuBert sich auch bei unseren Versuchen in manchen 
Fallen offenbar die hamolysehemmende Wirkung der doppelvalenten 
Kationen. Dies ist der Fall, wenn eine iibermaBige Menge von Mg, Ca, 
Sr oder Ba angewandt wurde und die Hamolyse sich starker bei Hinzu- 
fiigen kleinerer Dosen von Kationen entwickelte. Ein UberschuB von 
Mg, Ca, Sr und Ba (durch Stabilisatoren nicht gebunden) begann die 
Hamolyse zu hemmen. 











W.S. Ijin: 


Die von uns beschriebenen Versuche sind in gewissem Grade den 
von Stuber und Sano beim Studium der Blutgerinnung ausgefiihrten Ver 
suchen ahnlich. Diese Autoren lenkten ihre Aufmerksamkeit auf di 
Tatsache, daB zur Verhinderung einer Gerinnung des Blutes das Hinzu 
fiigen einer fiinf- bis zehnmal gréBeren Oxalatmenge erforderlich ist. als 
zur Bindung von (ionisiertem) Blutcaleium. Das gleiche fanden wii 
iibrigens bei unseren Versuchen. Zur voélligen Hemmung der Hiamolysé 
muB eine bedeutend gréBere Menge Oxalat, Fluorid oder Citrat hinzu 
fiigt werden, als zur Ausfallung oder Bindung des ganzen Blutcalciums 
erforderlich ist. Auch diese Tatsache spricht gegen die E:rklarung de: 
antihaimolytischen Wirkung dieser Stabilisatoren durch Bindung des 
Blutcalciums. Ferner wies Stuber nach, daB die Blutgerinnung auch 
nach der Ausfallung und Entfernung des Calciums aus dem Blute erfolgt. 
SchlieBlich lieB dieser Autor Oxalatblut gerinnen, indem er anstatt 
Calcium Strontium hinzufiigte. Auf Grund dieser Versuche kommt 
Stuber zu dem gewagten SchluB, daB das Calcium an der Blutgerinnung 
nicht beteiligt ist. 

Auf Grund unseres Materials haben wir einen solchen SchluB, in 
etwas vorsichtigerer Art, nur in bezug auf die Hamolyse gezogen. Was 
den ProzeB der Blutgerinnung und den Mechanismus der gerinnungs- 
hemmenden Wirkung von Oxalat, Fluorid und Citrat anbetrifft, so 
kniipfen wir folgende Erwagungen daran: 

Wir stiitzen uns auf die tiberzeugenden Beweise von Fuchs und 
v. Falkenhausen, daB das Komplementmittelstiick mit dem Prothrombin 
identisch ist, und sind der Meinung, daB alle von uns untersuchten 
Stabilisatoren auf das Prothrombin (oder Thrombin) wirken. Letzteres 
ist in bezug auf Stabilisatoren, wie Synanthrin, Heparin und Hirudin 
allgemein anerkannt. Besonders ist hervorzuheben, dab Citrat, Fluorid 
und Oxalat in gleicher Weise auf das Komplement- Prothrombin wirken. 
Wir folgern daraus, daB auch der Mechanismus der gerinnungshemmenden 
Wirkung von Citrat, Oxalat und Fluorid durch die Einwirkung auf Pro- 
thrombin erklart werden kann. Von diesem Gesichtspunkt kénnte erklart 
werden, warum zur Verhinderung einer Gerinnung des Blutes eine gréBere 
Menge Oxalat oder Citrat hinzuzufiigen ist, als zur Bindung des Blut- 
calciums erforderlich ist. 


SehluBfolgerungen. 


1. Die gerinnungshemmenden Stoffe (zitronensaures Natrium. 
oxalsaures Calcium, Fluornatrium, Germanin, Synanthrin 27, 33 und 47 
und Hirudin) hemmen die biologische Hamolyse. 

2. Hinzufiigen von Chlorcaleium verringert die hamolysehem- 
mende Wirkung von Citrat, Oxalat und Fluorid und _steigert die 
Wirkung der anderen Stabilisatoren. Chloride des Mg, Sr und Ba. ver- 
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ringern ebenfalls die antihimolytische Wirkung von Citrat, Oxalat und 
Fluorid. 


3. Die himolysehemmende Wirkung von Citrat, Oxalat und Fluorid 
ist nicht auf der Bindung des Blutcalciums begriindet. Fiir die Be- 
hauptung, daB das Calcium ein notwendiges Element des hamo- 
lytischen Komplexes ist, gibt es keine geniigende Grundlage. 

4. Unter der Einwirkung von frischem Serum entwickelt sich die 
von den Stabilisatoren vollstandig gehemmte Haimolyse von neuem; 
das gleiche Serum, jedoch im Laufe von 30 bis 40 Minuten bei 56° er- 
warmt, ubt eine solche Wirkung nicht aus. Die antihamolytische 
Witkung der gerinnungshemmenden Substanzen laBt sich demnach 
durch die Einwirkung auf das Komplement erklaren. 

5. Die Wirkung von Mg, Ca, Sr und Ba auf das durch Citrat, Oxalat 
oder Fluorid gehemmte hamolytische System laBt sich durch die 
Bindung dieser Stabilisatoren und das Freiwerden des Komplements 
erklaren. 

6. Die Verhinderung der Blutgerinnung durch Citrat, Oxalat und 
Fluorid kann ebenso, wie auch die Wirkung anderer Stabilisatoren, d. h. 
durch die Einwirkung auf Prothrombin erklart werden. 

7. Das in unserer Arbeit erhobene Tatsachenmaterial entspricht 
der von Fuchs und v. Falkenhausen aufgestellten Lehre von der Identitat 
des Komplementmittelstiicks und des Prothrombins und_ bestatigt 
von neuem diese Lehre. 
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Uber den Umsatz von Adenosintriphosphorsiure im Muskel. 


Ill. Mitteilung: 
Der Umsatz der Adenosintriphosphorsiure im isolierten Muskel. 


Von 
D. Ferdmann, 0. Feinsechmidt und M. Dmitrenko. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir Hygiene und 
Berufskrankheiten in Charkow.) 


(Eingegangen am 1. Januar 1956.) 


In den vorhergehenden Mitteilungen (I. und II.) konnten wir fest- 
stellen, da} beiermiidender Arbeit von Fréschen in den Muskeln derselben 
auf Kosten des Zerfalls von Adenosintriphosphorséure (ATP.) anor- 
ganisches Pyrophosphat entsteht. Wahrend der Erholung der ermiideten 
Frésche schwindet nach unseren Befunden das anorganische Pyrophosphat 
unter gleichzeitigem Aufbau von ATP. In unseren am intakten Tier 
angestellten Versuchen war es uns nicht méglich, den Umfang der vom 
Muskel ausgefiihrten Arbeit zu variieren, und daher konnten wir die 
Frage nicht entscheiden, ob ein bestimmtes Verhaltnis zwischen der 
vom Muskel geleisteten Arbeit und der Menge des aus ATP. entstandenem 
anorganischen Pyrophosphat. besteht. 

Die vorliegenden Untersuchungen sind an isolierten Froschmuskeln 
ausgefiihrt worden. Wir stellten uns dabei folgende Fragen: a) ob bei 
der ‘Tatigkeit des isolierten Muskels anorganisches Pyrophosphat 
entsteht, b) wenn dies zutrifft, ob die Menge des entstandenen an- 
organischen Pyrophosphats vom Umfang der Muskelarbeit abhangt, 
c) ob im Muskel infolge seiner Tatigkeit freie Adenylsdure nachgewiesen 
werden kann und d) ob im Muskel unter diesen Bedingungen Inosin- 
triphosphorsaure entsteht. 


Methodik. 


Die Frésche wurden durch Durchschneiden des Riickenmarks getétet. 
Fiir die Versuche wurden ganze Schenkel genommen, die 30mal pro Minute 
indirekt isotonisch gereizt wurden (unterbrochene tetanische Reizung, 
eben maximal). Es wurde 2 Minuten bzw. 8 Minuten gereizt. 

Die gereizten Muskeln wurden unmittelbar nach der Reizung gleich- 
zeitig mit den Ruhemuskeln in fliissige Luft versenkt und im gefrorenen 
Zustande zerrieben. Das Muskelpulver kam in eine Trichloressigsiurelésung 

2cem 7% ige Trichloressigséurelésung pro 1 g Muskel). 

Die Bestimmung der ATP. erfolgte mit Hilfe der Muskeldesaminase 
nach der von Parnas und Lutwak-Mann vorgeschlagenen Vorschrift (3). 
Gleichzeitig haben wir die ATP. auch mit Hilfe der nach der Methode von 
Jakobsen (4) aus Herzmuskeln hergestellten spezifischen Adenosintriphospha- 
tase bestimmt. In beiden Fallen fiihrten wir die Bestimmungen in aus 
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eiweiBfreien Muskelextrakten hergestellten Ba-Niederschlagen [nach Parnas 
und Lutwak-Mann (3) erhalten| aus. In diesen Niederschlagen wurde 
ferner der Gehalt der Pyrophosphatfraktion (die Menge der bei 15 Minuten 
Hydrolyse in n HCI bei 100° abgespaltenen o-Phosphorsaure') bestimmt. 

Fiir die Bestimmung der Adenylsaiure wurden zu | cem des eiweiBfreien 
Muskelextraktes 2 cem Wasser zugesetzt, mit Bromthymolblau als Indikator 
neutralisiert, 1cem in Phosphatpuffer (pq = 7,0) suspendierten diinnen 
Muskelbreies (150 mg) zugegeben und 2 Stunden bei 38° stehengelassen. 
Nach der Menge des dabei durch die Desaminase abgespaltenen Ammoniaks 
kann man den summaren Gehalt von ATP. und Adenylséure beurteilen. 
Da gleichzeitig der Gehalt der ATP. in den Ba-Niederschligen (die Adenyl- 
siure wird unter den angewandten Bedingungen durch Ba nicht gefallt) 
bestimmt wird, so kann der Gehalt der Adenylséure aus der Differenz er- 
mittelt werden. 

Im eiweiBfreien Extrakt wurde ferner die Menge des praformierten 
Ammoniaks bestimmt. Die Ammoniakbestimmungen, auch nach der 
Desaminasewirkung, wurden mit Hilfe der von uns modifizierten Absorp- 
tionsmethode von Conway (5) ausgefiihrt. 

In den aus einzelnen Muskelportionen erhaltenen eiweiBfreien Extrakten 
(2g gefrorenes Muskelpulver in 20cem 4° ,ige Trichloressigsaéurelésung 
versenkt, nach 10 Minuten filtriert) wurde die Kreatinphosphorsiéiure nach 
Fiske und Subarow bestimmt (6). 


Versuchsergebnisse. 

Um die Frage zu kléren, ob auch bei der Tatigkeit der isolierten 
Muskeln ein Zerfall von ATP. unter Bildung von anorganischem Pyro- 
phosphat stattfindet, wie bei der Tatigkeit der Muskeln im intakten 
Organismus, haben wir eine Reihe von Versuchen angestellt, in denen 
die Muskeln der einen Extremitat vor der Verarbeitung mit fliissiger Luft 
8 Minuten gereizt wurden, wihrend die Muskeln der anderen Extremitat 
ohne vorherige Reizung in fliissige Luft versenkt wurden. Um zu priifen, 
ob ein groBer Unterschied im Gehalt der ATP. und ihrer Zerfalls- 
produkte in den Muskeln der beiden Extremitaten besteht, wurde in 
einigen Versuchen der Gehalt dieser Substanzen in den Muskeln der 
linken und rechten Extremitaét des Ruhefrosches verglichen. 

Aus den in Tabelle I angefiihrten Befunden ist ersichtlich, daB der 
Gehalt der ATP., des Ammoniaks, der Adenylsaure, des anorganischen 
Pyrophosphats und der Pyrophosphatfraktion in den Muskeln der 
beiden Extremitaten fast gleich ist (Versuche 28 und 29). 

Wie aus den Versuchen 5 bis 24 hervorgeht, ist in den gereizten 
Muskeln immer ein ziemlich betrachtlicher Zerfall der ATP. unter 
Bildung von anorganischem Pyrophosphat nachweisbar (siehe Spalte 6 
und 10). Der Gehalt der Pyrophosphatfraktion (der Summe des als 


' Bei der Bestimmung der Pyrophosphatfraktion in Ba-Niederschlagen 
mu nicht 7, sondern 15 Minuten hydrolysiert werden, dann stimmen die 
erhaltenen Werte genau mit denjenigen, die bei 7 Minuten Hydrolyse im 
Extrakt gefunden werden, iiberein. 

Biochemische Zeitschrift Band 284. 26 
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ATP. gebundenen Pyrophosphats und des anorganischen Pyrophosphats) 
bleibt nach der Arbeit fast unverandert (siehe Spalte 8). Der Gehalt 
des anorganischen Pyrophosphats in Prozenten der Pyrophosphat- 
fraktion (siehe Spalte 11) schwankt im Ruhemuskel von 0 bis 10,8 %, 
im Muskel, der 8 Minuten gearbeitet hat, von 25,7 bis 38°. Diese 
Sm Versuche weisen zweifellos nach, daB auch bei der Arbeit des isolierten 
’ Muskels ATP. unter Bildung von anorganischem Pyrophosphat zerfallt. 
Bei der Abspaltung von anorganischem Pyrophosphat aus ATP. 
mu Adenylsdure entstehen. Welches ist das weitere Schicksal der 
Adenylsaéure im Muskel? Unsere Untersuchungen erlauben es, der 


0 
) 


Entscheidung dieser Frage naiher zu treten. In Spalte 5 der Tabelle I 
sind unsere Befunde tiber den Gehalt des NH,-N der Summe von 
‘ Adenylsaure und ATP. angefiihrt. Aus diesen Daten geht hervor, dal 
aos der Gesamtgehalt in den Muskeln, die gearbeitet hatten, immer niedriger 
ist als in den Ruhemuskeln (durchschnittlich 4,16 bzw. 4,99°4). Ein 
gewisser Teil der entstandenen Adenylsaure ist also desaminiert worden. 





— Infolge dieser Desaminierung muB der Ammoniakgehalt des gereizten 
Muskels steigen. Aus den in Spalte 4 angefiihrten betreffenden Werten 
geht auch wirklich hervor, daB der N H,-N-Gehalt der Muskeln nach der 
Arbeit héher als in den Ruhemuskeln ist. 

Aus Spalte 7 der Tabelle I ist der Gehalt des N H,-N der Adenyl- 
séure in den Muskeln ersichtlich. Wahrend derselbe in den Ruhe- 
muskeln von 0 bis 0,47 mg-°, schwankt, betragt er nach der Arbeit 





NES 0,38 bis 1,49 mg-°%. In den arbeitenden Muskeln wird also ein Teil der 
‘ine beim Zerfall der ATP. entstandenen Adenylsdéure desaminiert, dabei 
entsteht Inosinséure, der andere Teil bleibt aber unverandert im 

Deo Muskel. 

“<4 In einer weiteren Versuchsreihe haben wir die Frage untersucht, 
welches Verhaltnis zwischen dem Umfang der von den Muskeln aus- 
gefiihrten Arbeit und der Menge des bei dem ATP.-Zerfall entstehenden 

ras anorganischen Pyrophosphats besteht. In dieser Versuchsreihe haben 

iia wir den Gehalt der ATP. und der bei ihrem Zerfall entstehenden Pro- 
dukte verglichen: 1. In Ruhemuskeln und in Muskeln, die 2 Minuten 
St 


gereizt wurden. 2. In Muskeln, die 2 Minuten, und in Muskeln, die 
8 Minuten arbeiteten. 3. In Muskeln der rechten und der linken Ex- 
tremitaét, die unter gleichen Bedingungen 2 Minuten gearbeitet hatten. 
a 4. In Muskeln beider Extremitaéten, die 8 Minuten gearbeitet hatten. 


uhe 





a-I 


mx Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle II angefiihrt. Wie aus 
>. Spalte 9 und 10 ersichtlich ist, zerfallt auch bei 2 Minuten Arbeit be- 
- standig ein Teil der ATP. unter Bildung von anorganischem Pyro- 
he phosphat, jedoch ist dieser Zerfall weniger ausgesprochen als nach 


7 8 Minuten Arbeit. Nach 2 Minuten Arbeit ist der Ammoniakgehalt der 
Muskeln héher als in Ruhemuskeln, jedoch niedriger als nach 8 Minuten 
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Arbeit. Dementsprechend ist der Gehalt an Inosinséure nach 2 Minuten 
Arbeit niedriger als nach 8 Minuten Arbeit. 

Wie aus Spalte 7 der Tabelle I] hervorgeht enthalten die Muskeln 
nach 2 Minuten Arbeit stets Adenylsaure, jedoch weniger als’ nach 
8 Minuten. 

In Tabelle I und II sind in Spalte 10 Werte fiir den Gehalt 
der Muskeln an anorganischem Pyrophosphat angefiihrt, die aus der 
Differenz der Pyrophosphatfraktion und des als ATP. gebundenen 
Pyrophosphats berechnet worden sind. Wir haben also das anorganische 
Pyrophosphat nicht direkt bestimmt. Eine derartige Berechnung ist 
nur dann berechtigt, wenn die Muskeln keine Inosintriphosphor- 
siure enthalten. Die Frage, ob in den Muskeln Inosintriphosphorsaure 
auf fermentativem Wege entstehen kann, ist noch nicht endgiiltig ent- 
schieden. Wahrend Lohmann (7) aus den Produkten des fermentativen 
Zerfalls der ATP. ein Praparat, das zu drei Vierteln aus Inosintriphosphor- 
sdure und zu einem Viertel aus ATP. bestand, isoliert hat, ist Parnas (8) 
der Ansicht, daB Inosintriphosphorsaure aus ATP. auf fermentativem 
Wege nicht entstehen kann. 

Um die Frage zu entscheiden, ob unter unseren Versuchsbedingungen 
eine Bildung von Inosintriphosphorséure aus ATP. stattfindet, und 
damit, ob wirklich in unseren Versuchen anorganisches Pyrophosphat 


Tabelle III. (In mg-%.) 





1 2 3 | 4 5 6 7 8 9 
: der a = = P-H, ig gircbneg r a ——_ 
>: Pn sil -yro- NH »-N »>07 ATP. mit Hi >. schen Pyrophos- 
Datum — i. ems hs- pt int der d. ATP. von ‘saneee- Py ast phate nuit Hilfe 
ae Sees phat- ATP. aus5ibe- triphosphatase ne va v. Pyrophospha- 
1935 Nr. fraktion rechnet bestimmt ree 6) tase bestimmt 
10. X.) 1° Ruhe 27 6,10 | 27 27 0 1 
Arbeit 24 3,27 14,5 13 9,5 10 
11. X.|) 2  Ruhe 25 5,40 24 23 1 1 
Arbeit 23 3.73 16,5 16 6,5 5 
15. X.. 3 Ruhe 25 540 24 25 1 0 
| Arbeit 25 3,58 16 17 8 Q 
15. X.) 4) Ruhe 31 6,77 30 30 1 1 
Arbeit 30 440 18 18 12 12 
26. XI.| 16 a-Ruhe 21 4,66 20,4 20,6 0.6 
b-Arbeit 8’ 21.5 3,24 14,6 15,1 6,9 
26. XI. 17. a-Ruhe 21.55 4,52 20,0 19,5 1,5 = 
b-Arbeit 8’) 21 3,53 15,6 15,0 5,4 
7.XIL. 25 a-Ruhe 24 5,20 23,0 | 23 1,0 
a-Arbeit 2’) 23 4,38 194 19 3,6 
7.XII.| 27 a-Arbeit 2’) 22 4,21 | 17,2 18 4,8 — 
b-Arbeit 8’|, 22 3,3 14,6 15 7,4 


Versuche 1 bis 4 wurden am ganzen Frosch ausgefiibrt. 
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entsteht, haben wir fast in allen Versuchen die ATP. gleichzeitig mi 
Hilfe der Desaminase (also nach dem NH,-N-Gehalt) sowie mit Hilf: 
der spezifischen Adenosintriphosphatase (nach dem H, P,O,-P-Gehali 
der ATP.) bestimmt. In einigen Versuchen haben wir auBerdem da 
anorganische Pyrophosphat mit Hilfe der spezifischen Pyrophosphatas: 
[nach Lohmann (9) aus Leber hergestellt] bestimmt. Die Ergebniss: 
dieser Bestimmungen, die zum Teil in Tabelle III angefiihrt sind, weisen 
darauf hin, da in unseren Versuchen die Muskeln keine Inosintri 
phosphorsaure enthielten. 


Diskussion. 


Unsere Versuchsergebnisse fiihren uns zu dem SchluB, daB bei de: 
Muskeltatigkeit ATP. unter Bildung von anorganischem Pyrophosphat 
und Adenylsaure zerfallt, welche zum Teil desaminiert wird, wobei 
Inosinsaure und Ammoniak entstehen. 

Die Anhaufung von anorganischem Pyrophosphat hangt von dei 
geleisteten Arbeit ab. Die von uns festgestellten Tatsachen sind von 
besonderem Interesse im Zusammenhang mit den von Lohmann und 
Parnas vertretenen Ansichten iiber die Verkettungen der einzelnen 
chemischen Vorgange im Muskel. 

Auf Grund seiner an Muskeleztrakten ausgefiihrten Untersuchungen 
liber den fermentativen Umsatz der Kreatinphosphorsaure, kommt 
Lohmann (10) zu dem SchluB, daB der Kreatinphosphorsaurezerfall mit 
dem Umsatz der ATP. verkniipft sei. Die sogenannte Lohmannsche 
Reaktion wird durch folgende Gleichungen wiedergegeben : 

1. ATP. —» Adenylsaure + 2 H,POQ,. 

2. Adenylsdure + 2 Kreatinphosphorsaure —> ATP. + 2 Kreatin. 


Indem er die in Versuchen mit Muskelextrakten erhaltenen Befunde 
auf den arbeitenden Muskel iibertragt, nimmt Lohmann an, daB bei der 
Muskelkontraktion vor allem ATP. zerfallt. Die Reaktion des ATP.- 
Zerfalls ist reversibel, wobei diese Reversibilitat durch den Kreatin- 
phosphorsaurezerfall erméglicht wird. 


1928 hat Lohmann (11) nachgewiesen, daB bei der Arbeit des iso- 
lierten Muskels bis zu mittleren Ermiidungsgraden der Gehalt der Pyro- 
phosphatfraktion (damals wurde angenommen, dal dieselbe aus an- 
organischem Pyrophosphat besteht) unverandert bleibt. Nur bei tief- 
gehender Ermiidung nimmt der Pyrophosphatgehalt der Muskeln ab. 
1934 gibt Lohmann auf Grund der von ihm nachgewiesenen Verkettung 
des Umsatzes von ATP. und Kreatinphosphorsaure folgende Erklarung 
dieser von ihm 1928 festgestellten Tatsachen. Nach seiner Ansicht bleibt 
bei der Arbeit bis zu mittleren Ermiidungsgraden der Gehalt der ATP. in 
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len Muskeln unverandert, weil Kreatinphosphorsaure zerfallt. Nur bei 
tiefgehender Ermiidung, wenn die Kreatinphosphorsaure fast vollstandig 
erfallen ist, nimmt der ATP.-Gehalt ab. Wie schon erwahnt, hat 
Lohmann 1928 den Gehalt der Pyrophosphatfraktion in den Muskeln 
bestimmt. Ohne mit der Méglichkeit einer Bildung von anorganischem 
Pyrophosphat zu rechnen, nimmt nun Lohmann 1934 an, daB die 
Pyrophosphatfraktion ausschlieBlich aus ATP. besteht, und dies 
vibt ihm die Méglichkeit, seine Versuchsergebnisse auf diese Weise 
zu deuten?. 


In unseren Untersuchungen wurden die Muskeln bis zu leichten und 
mittleren Ermiidungsgraden gereizt. Die Versuchsanordnung unter- 
scheidet sich von der von Lohmann (11) prinzipiell nicht. Der Gehalt 
der Pyrophosphatfraktion blieb nach 2 und 8 Minuten Arbeit ungefahr 
der gleiche wie in Ruhemuskeln. Der Kreatinphosphorsauregehalt nahm 
bei der Arbeit bedeutend ab und nach 8 Minuten Arbeit war er nur 
minimal (3 bis 8 mg-°%). Was aber die Zusammensetzung der Pyro- 
phosphatfraktion betrifft, so konnten wir feststellen, daB im Muskel, 
der gearbeitet hat, diese Fraktion aus ATP. und anorganischem Pyro- 
phosphat besteht, wobei der Gehalt an anorganischem Pyrophosphat 
nach 8 Minuten Arbeit héher als nach 2 Minuten Arbeit ist. Unsere 
Versuchsergebnisse zeigen demnach, da die von Lohmann an 
fermentativen Lésungen fiir den Zusammenhang des Umsatzes von 
ATP. und Kreatinphosphorsaure festgestellte Reaktion, nicht un- 
mittelbar auf den intakten Muskel iibertragen werden kann und die 
bei der Muskeltatigkeit verlaufenden Vorgaénge dadurch nicht er- 
klart werden. 


Unsere Versuchsergebnisse iiber den Umsatz der ATP. bei der 
Muskeltatigkeit sind auch im Widerspruch mit der von Parnas und 
Mitarbeiter vertretenen Ansicht iiber die Verkettungen der chemischen 
Vorgange im Muskel. Abgesehen davon, daB die von uns festgestellte 
Tatsache, daB in Muskeln anorganisches Pyrophosphat aus ATP. ge- 
bildet und angehauft wird, nicht in den Rahmen des Schemas von 
Parnas (8) paBt, ist unser Befund, daB die Muskeln nach der Arbeit 
verhaltnismabig viel Adenylsaure enthalten, nicht mit dem prinzipiellen 
Ausgangspunkt von Parnas (8) vereinbar, nach dem in den Muskeln 
keine Anhaufung von Adenylsaure mdéglich ist. 


Anmerkung zu der Korrektur: In einer in dieser Zeitschr. 282, 111, 1935, 
ver6ffentlichten Arbeit weist Lohmann darauf hin, daB er in ermiideten 
Muskeln kein anorganisches Pyrophosphat nachweisen konnte. Wir haben 
stets bei Anwendung der verschiedenen Bestimmungsmethoden in arbei- 
tenden Muskeln anorganisches Pyrophosphat gefunden. 








D. Ferdmann, O. Feinschmidt u. M. Dmitrenko. 















SchluBfolgerungen. 

1. Bei der Arbeit von isolierten Froschschenkeln zerfallt in der 
Muskeln ATP. unter Bildung von anorganischem Pyrophosphat. 

2. Die Menge des in den Muskeln entstandenen anorganischen 
Pyrophosphat hangt von dem Umfang der Arbeit ab. 

3. Nach der Arbeit enthalten die Muskeln verhaltnismaBig vie! 
Adenylsaure. 

4. Bei der Arbeit ist keine Bildung von Inosintriphosphorsaure 
nachweisbar. 
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Uber das rote Gossypol. 
Vorlaufige Mitteilung!. 
Von 
M. Podolskaja. 
(Aus dem Zentralen Fettforschungsinstitut in Leningrad.) 
(Hingegangen am 4, Januar 1936.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Bisher war es wohl bekannt, daB im Baumwollsamen das gelbe 
Pigment Gossypol enthalten ist. Es wurde zuerst von L. Marchlewsky 
aus rohem Baumwollsamen6l in Form des Acetats isoliert. Ven dem- 
selben Forscher wurden auch die ersten Hinweise iiber die chemische 
Zusammensetzung und die Eigenschaften dieses Pigments gegeben. 

Die weitere genauere Untersuchung dieses Pigments wurde von 
F. Carruth (2), Bb. Clark (3), P. Karrer und E. Tobler (4), L. Schmid und 
S. Margulies (5) durchgefiihrt. Sie extrahierten das Gossypol mittels 
Athylather aus den Samenkernen; die konzentrierten Extrakte wurden 
mit Essigsaure gefallt und aus dem erhaltenen Acetat wurde das Gossypol 
in Form kanariengelber Kristalle abgeschieden. 

Bei der Klarung des Einflusses von Gossypol auf die Farbung von 
Baumwollsamen6l (5) wurde von uns die Isolierung des Gossypols in 
derselben Weise vorgenommen. 

In den vorliegenden Untersuchungen gelang es uns, aus den Chloro- 
formextrakten der Samenkerne das leicht kristallisierende rote Pigment, 
das in seinen Eigenschaften dem gelben Pigment dem Gossypol 
sehr nahe steht, zu entdecken und zu isolieren. Wie unsere Unter- 
suchungen zeigten, ist das rote Pigment eben das natiirliche Pigment, 
welches in den Driisen der Kerne lokalisiert ist. 

Bei der Einwirkung von Athylather und Alkohol geht das rote 
Pigment leicht in das gelbe in das Gossypol iiber, welches allem 
Anschein nach von den vorher genannten Forschern isoliert worden war. 


Experimenteller Teil. 

Kleine Einwagen (6 bis 7g) von frisch zerkleinerten, gesunden 
Samenkernen wurden mit folgenden Lésungsmitteln (25 bis 30 cm?) 
iibergossen: Petrolather, Athylather (frei von Peroxyden), 96° ,igem 
Athylalkohol, Methylalkohol, Aceton, Benzol, Chloroform, Schwefel- 
kohlenstoff, Xylol, Pyridin. Nach gutem Durechmischen wurde das 


Vorliegende Arbeit wurde in der biochemisch-technologischen Ab- 
teilung (Leiter A. Goldowskij) durchgefiihrt. 


26 * 
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Gemenge iiber Nacht im Dunkeln bei Zimmertemperatur  stehen 
gelassen und am folgenden Tage filtriert. Die Filtrate waren zumeis' 
gelb gefarbt und zeigten verschiedene Farbnuancen und Intensitaten 
angefangen von griin im Petrolather bis zu braun im <Aceton. 

Besonders stark abstechend war die Chloroformlésung, welche ein 
rubinrote Farbe zeigte. Bei der Durchsicht der erhaltenen Extrakt 
im Spektroskop ergab sich folgendes: die Petrolather-, Athylather-, 
Athyl- und Methylalkoholextrakte zeigten Spuren des gelben Absorp.- 
tionsbandes. In den Aceton-, Benzol- und Xvlolextrakten war das gelbe 
Absorptionsband verhaltnismaBig deutlich zu sehen, daneben Spuren 
des griinen Absorptionsbandes. In den Schwefelkohlenstoff- und 
Pyridinextrakten war das gelbe Absorptionsband — das schwach-griine 
Absorptionsband deutlich zu sehen. Ein besonders deutliches Ab- 
sorptionsspektrum beobachteten wir beim Chloroformextrakt, wo das 
gelbe Absorptionsband sehr intensiv war (590 bis 560 my); als weniget 
intensiv zeigte sich das griine Absorptionsband (540 bis 520 mu). 

Eine genauere spektroskopische Untersuchung im sichtbaren ultra- 
violetten Gebiet wurde im optischen Staatsinstitut durchgefihrt !. 

Die Untersuchung wurde mittels des Universalspektrographen von 
Zeiss, der mit einem auswechselbaren QuarzfluBspat bzw. einer Glasoptik ver- 
sehen war, vorgenommen. Die Brennweite seiner Kammer betrug 25 cm: 
die Lange des ultravioletten Spektrums war 5 cm. 

Im Hinblick auf die grobe Breite der Absorptionsbande erschien es 
vorteilhaft, zur Untersuchung des sichtbaren Teiles des Spektrums die 
Quarzoptik anzuwenden, da infolge der kleinen Dispersion des Quarzes im 
sichtbaren Gebiet die Bande viel deutlicher zu erkennen sind. Die zu 
untersuchende Lésung befand sich in einer Quarzréhre von 25 ¢m Linge 
und 2cm Durchmesser. An den Enden der Réhre waren planparallele 
Quarzglasplatten angeschmolzen. 

Als Lichtquelle im sichtbaren Gebiet diente eine gasgefiillte Gliihbirne 
von 500 Watt; im ultravioletten Teil des Spektrums eine grobe Wasserstoff- 
lampe (3000 Volt, 0,2 Amp.). Das Licht der Birne oder der Wasserstoff- 
lampe ging durch das AbsorptionsgefaiB und wurde mittels des Quarzfluli- 
spatachromaten auf den Spalt des Spektrographen geworfen. Die Be- 
stimmung der Wellenlangen der Absorptionsbande im sichtbaren Gebiet 
wurde in den meisten Fallen visuell durchgefiihrt. Dazu wurde neben dem 
Absorptionsspektrum mit Hilfe eines totalreflektierenden Prismas das 
Spektrum des kondensierten Funkens zwischen Kupfer- oder Cadmium- 
elektroden, das als Vergleichsspektrum diente, erhalten. 

Fiir das ultraviolette Gebiet wurde ausschlieBlich die photographische 
Methode angewandt ; die Aufnahmen wurden auf normalen Platten ,,Phomos* 
mit der Empfindlichkeit von 170 und 276° H. und D. vorgenommen. Als 
Vergleichsspektrum diente das Spektrum des Eisenfunkens. Zur Kontrolle 
wurden auf jeder Platte das Absorptionsspektrum des reinen Lésungsmittels 
und das Spektrum der Lichtquelle aufgenommen. 


' Die Untersuchung wurde von J. Larionov und A. Seidel durch- 
gefiihrt. 
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Pies Zur Untersuchung gelangten zwei Samensorten aus Transkaukasien : 

: ..Dadasch** und ,,Stepanow (Ernte des Jahres 1933). Gossypolgehalt fiir 
nels! Sorte ,,Dadasch* 0,75 °,, fiir Sorte ,,Stepanow‘: 1,8°,, bestimmt nach der 
iten Pyridin-Anilinmethode. Hierbei wurde wie folgt verfahren: Etwa 1g 

zerkleinerte Baumwollsamenkerne wurden in einer Porzellanschale mit 
olen 2 bis 3eem Chloroform verrieben. Der filtrierte Auszug wurde in die Absorp- 
tionsréhre eingebracht, mit dem Lésungsmittel auf 40 cem aufgefiillt und 
akt sorgfaltig mit letzterem durchgemischt. Nach Aufnahme des Absorptions- 
her-, spektrums wurde die Lésung fiinf- bis sechsfach verdiinnt und das Spektrum 
SOrp nochmals aufgenommen. In dieser Weise 
relbe wurde die Verdiinnung solange fortgesetzt, S$ z2e2 
as bis das Absorptionsspektrum der Losung in . ere 
das Absorptionsspektrum des reinen Lésungs- 
und mittels iiberging. 
dowel Die Untersuchungsergebnisse der 
Ab- Chloroformausziige der beiden Samen- 
das arten lieferten fast das gleiche Bild: Im S 
— sichtbaren Gebiet wurden zwei gelbgriine S 
aS 
Absorptionsbanden von der Wellenlange & 
Itra- 525 und 575 my beobachtet!. Einige sf 
Unterschiede bemerkte man in den Ge- 4 
von bieten der kontinuierlichen Absorption. 8 
i Bei der Sorte ,,Stepanow’ befindet sich ny 
bei groBen Konzentrationen die Grenze Y 
n es bei 512 my und wird bei der Verdiinnung 

die bis zu 310 my verschoben: gleichzeitig 

oo konnte im langwelligen ultravioletten Ge- 
Ae biet das Auftreten eines Absorptions- 
Sal bandes von 420 bis 344 mu beobachtet 8 
. werden. Beim Verdiinnen wird dieses his: eile ee 
virne Band schmaler, schwacher und ver- Baumwollsamen. 
wou- schwindet schlieBlich. Die Grenze der 
on kontinuierlichen Absorption wird dabei bis zu 295 mu 0 
Be- versetzt. Bei der Sorte ,,Dadasch** befindet sich die V7 
sbiet Grenze der kontinuierlichen Absorption bei 600 mu. 
dem Fiir Chloroform liegt die Grenze der kontinuierlichen 
bes Absorption bei 265 mu. Die Veranderungen der Ab- 

sorption je nach der Konzentration der Extrakte ist 
ache an einer Reihe von Aufnahmen in Abb. 1 gezeigt?. In = 
nos ** Aufnahme 7 ist zum Vergleich das Absorptionsspektrum von reinem 
Als Chloroform dargestellt. Die zwei gelbgriinen Absorptionsbanden sind 
a auf Abb. 2 dargestellt. 

' Die Wellenlingen entsprechen der Mitte der Bande. 2 Das schmale 

wats. Band, links an allen Aufnahmen, ist durch die schwache Empfindlichkeit 

der angewandten normalen Photoplatten im griinen Gebiet zu erklaren. 
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Beim Zerreiben der Samenkerne bemerkte man, da die Farb 
intensitat des Auszuges mit dem Anwachsen der Zahl der geéffneter 
Driisen stieg. Einzelne Driisen farbten mit Chloroform befeuchtete: 
Filtrierpapier rosa. Dieser Umstand war uns ein Hinweis auf die Lage 
rung des Pigments in den Driisen der Kerne. 


Um die Bestandigkeit des Pigments gegen Temperatureinfliisse auf 
zuklaren, wurden folgende Chloroformausziige spektroskopisch untersucht 
1. Aus dem Mehl gesunder Samen, die vorher wiahrend einer Stunde aut 
100° erwarmt worden waren, 2. aus dem Mehl defekter Samen, 3. aus Pref 
kuchenmehl, das bei Verarbeitung gesunder bzw. unreifer Samen gewonnen 
worden war. In allen Ausziigen, mit Ausnahme des letzteren, waren die 
Absorptionsbanden zu sehen, allerdings weniger deutlich als bei den 
Extrakten der gesunden Samen, die nicht der Einwirkung einer erhéhten 
Temperatur unterworfen waren. Bei dem Auszug aus PreBkuchenmehl cer 
unreifen Samen wurden die fiir das rote Pigment charakteristischen Absorp 
tionsbanden nicht beobachtet; es war nur das rote Absorptionsband, das 
fiir Chlorophyll und seine Derivate charakteristisch ist, zu sehen. 


Die Isolierung des roten Pigments. 


Zur Gewinnung des kristallisierten roten Pigments wurde aus einet 
kleinen Menge Mehl (40 bis 45g) das Ol im Soxhlet mittels Petrol- 
iither vollstandig entfernt. Das Mehl wurde dann unter Chloroform. bei 
Zimmertemperatur stehengelassen. Die Chloroformausziige wurden  ein- 
gedampft; dabei schied sich eine geringe Menge ziegelroter Kristalle ab. 
Bei der Priifung der Léslichkeit zeigte sich, daB diese Pigmentkristalle in 
Chloroform, Athylather, Aceton, Benzol, Schwefelkohlenstoff gut léslich 
sind, etwas weniger léslich in Athyl- und Methylalkohol, dagegen unléslich 
in Petrolather und Benzin. In Pflanzenélen lést sich das Pigment bei 
Zimmertemperatur langsam, gut lést es sich dagegen bei 45 bis 50°. Die 
leichte Loéslichkeit in Chloroform und die Unléslichkeit in Petrolather 
dienten als Grundlage zur Isolierung des Pigments in gréBerer Menge. 

Hierzu wurden die bis 1,5 mm zerkleinerten Kerne vollstandig entfettet. 
Das Ol wurde mit Petrolather im Soxhlet entfernt. Das entfettete Meh! 
wurde dann nacheinander drei- bis viermal bis zur Rosafarbung des 
Extraktes in Chloroform gebracht. Nach dem Ausziehen mit Chloroform 
wurde jedesmal auf dem Biichner-Trichter abgesaugt. Die Ausziige wurden 
in einem warmen Wasserbad (40 bis 45°) im Vakuum stark konzentriert und 
dann lie} man das Lésungsmittel sich in Porzellanschalen bei Zimmer 
temperatur verfliichtigen (Abzug!). Dabei schieden sich an den Schalen- 
wanden die mit einer harzigen Masse umgebenen Kriscalle ab. Die harzige 
Masse war in dicker Schicht dunkelrot, in diinner Schicht griinlichgelb 
gefarbt. Das Harz wurde mit Petrolither entfernt, die ziegelroten Pigment- 
kristalle abfiltriert und mit Petrolather einige Male bis zum Eintritt einer 
schwachen Gelbfarbung des Filtrats nachgewaschen. 

Es sei darauf hingewiesen, daB das Chloroform aus den Ausziigen 
moglichst schnell zu entfernen ist. Zur Verhinderung einer mdéglichen 
Isomerisierung des Pigments sollen die Ausziige nicht tiber 2 Tage auf- 
bewahrt werden. Zur Reinigung kristallisierte man die Pigmentkristalle um. 

Die Kristalle wurden in einer kleinen Menge Chloroform gelést, filtriert 
und die Lésung im Vakuum bei 40 bis 45° bis zum Triibwerden der Lésung 
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ingedampft. Dann fiigte man zur triiben Lésung Petrolather hinzu 
2 Volumen Petrolather auf 1 Volumen Chloroformlésung). Dabei schieden 
sich die Pigmentkristalle ab. Sie wurden auf einem Biichner-Trichter 
abfiltriert und mit Petrolather nachgewaschen. Die Farbe der Kristalle 
blieb ziegelrot mit einem Stich ins Rosa. 

Die Verluste an Pigment beim Umbkristallisieren sind gering. Die 
Gesamtausbeute an Kristallen betrigt ungefaihr 0,17 bis 0,2°, des ent- 
fetteten Materials. 


Der Einflu8 von Saiuren und Laugen auf das rote Pigment. 

Die groBe Ahnlichkeit in der Léslichkeit des roten Pigments mit 
dem Gossypol lieB auch auf eine Ahnlichkeit im Verhalten gegeniiber 
Sauren, Laugen und einer Reihe anderer, fiir Gossypol charakteristischer 
Reaktionen schlieBen. 

Konzentrierte Schwefelsdure lést das rote Pigment unter Bildung 
einer stark roten Farbung der Lésung. In konz. Salpetersaure lést es 
sich wenig unter Gelbfarbung. In Eisessig lést es sich mit Griinlich- 
velbfarbung langsam auf. In Salzséure, Milch- und Ameisensaure ist 
das Pigment unloslich. 

Bei der Einwirkung von konz. Ammoniak, 10 °,igen L6ésungen von 
Natron- und Kalilauge findet eine rasche Auflésung unter Gelbfarbung 
statt. Bei der Beriihrung der alkalischen (KOH, NaOH) Pigment- 
ldsungen mit Luft findet ein allmahlicher Umschlag der Farbe in Violett 
statt, dann verschwindet die Farbe langsam. Bei der Einwirkung von 
Wasserstoffsuperoxvd auf alkalische Pigmentlésungen (in KOH _ bzw. 
NaOH) geht die gelbe Farbung sofort ins Violette iiber und dann ver- 
schwindet die Farbe rasch. 

Bei der Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf ammonia- 
kalische Lésungen verschwindet die Farbe schnell, ohne ins Violette 
umzuschlagen. 

Kine alkoholische Eisenchloridlésung wirkt auf die Pigment- 
kristalle unter Dunkelgriinfarbung ein. Die alkalischen Pigmentlésungen 
reduzieren Fehlingsche Lésung. Essigsaures Blei fallt aus alkalischen 
Pigmentlésungen einen gelblichen Niederschlag. 

Alle angefiihrten Reaktionen sind auch fiir Gossypol charak- 
teristisch. Auch die fiir Gossypol charakteristischen Acetat- und Anilin- 
derivate sind von dem roten Pigment erhalten worden. Beim Hinzu- 
fiigen von 80°, iger Essigsaure zur Chloroformlésung des roten Pigments 
scheidet sich ein gelber, kristallinischer Niederschlag ab. Beim Hinzu- 
fiigen von Anilin zur Chloroformlésung des Pigments oder beim Auf- 
lésen desselben in heiBem Anilin und darauffolgendem Abkiihlen der 
Loésung scheidet sich ein orangefarbiger kristallinischer Niederschlag ab. 

Die Stickstoffbestimmung der Anilinverbindung des roten Pigments 
ergab den gleichen N-Gehalt wie der der Anilinverbindung des Gossypols 
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(gelbes Pigment). Das Acetat und das Anilinderivat des roten Pigments 
ebenso wie die analogen Verbindungen des gelben Pigments, sind gu 
léslich in Chloroform und Athylather, weniger léslich in Athylalkoh: 
und sehr schlecht léslich in Petrolather. 

Die Elementaranalyse des roten Pigments lieferte folgende Ergebniss« 
1. 0, 1360 g¢ Subst.: 0.3436 ¢ CO,; 0,0728 g H,O und C = 68,90°,, H 5,95 °, 
2. 0,1523 g¢ Subst.: 0.3851 gCO,; 0,0801 ¢g H,O und C = 68,96 °,, H = 5,89 °, 

Ber. fiir CoH pO, (518,24): C = 69,479, H = 5,84 %. 

Diese Ergebnisse stehen denen der Elementaranalyse des gelben 
Pigments Gossypol nahe. Die Elementarzusammensetzung des letzteren 
ist C = 69,48%, H = 5,83%. 

Die Titration der Lésungen des roten Pigments nach Clark (3) 
lieferte Ergebnisse, die einem Gehalt von zwei Carboxylgruppen in dem 
Pigmentmolekiil entsprechen, was ebenfalls den entsprechenden  Er- 
gebnissen des Gossypols entspricht. Beide Pigmente stehen also ein- 
ander in bezug auf eine Reihe von chemischen Eigenschaften sehr nahe. 

Die vergleichende kristalloptische Untersuchung! des roten und gelben 
Pigments lheferte folgende Ergebnisse. Die Kristalle des gelben Pigments. 
die siulenf6rmig oder in unregelmaBigen Blaittchen ausgebildet sind, zeigen 
eine starke Doppelbrechung und eine stets schiefe Ausléschung. 

Der Winkel der optischen Achsen ist doppelt bis dreimal so groB wie 
der mittlere. Das optische Zeichen ist positiv. Es wird eine Dispersion der 
optischen Achsen g > p beobachtet. Die in weiBem Licht bestimmten 
Brechungsexponenten waren wie folgt: Ng = 1,784, Nm etwa 1,71, Np 
etwa 1,635. 

Die Kristalle des roten Pigments sind saulenf6rmig ausgebildet und 
stark doppelbrechend. Zum Unterschied von den Kristallen des gelben 
Pigments zeigen sie eine gerade Ausléschung und einen scharfen Pleo 
chroismus in den kirschroten und gelben Gebieten. Die Strahlenabsorption : 
Np » Nq: der Strahl Np kirschrot und intensiver gefarbt als der gelbe 
Strahl Ng. Die Brechungsexponenten im weiBen Licht: Ng 1.784, 
Np etwa 1,61. 

Durch den Pleochroismus und die gerade Ausléschung sind also dit 
Kristalle des rotern Pigments von den Kristallen des gelben Pigments deutlich 
zu unterscheiden. 


Die vergleichende spektroskopische Untersuchung des roten 
und des gelben Pigments. 
Wie von Marchlewsky (1) schon hervorgehoben wurde, zeigt das 
gelbe Pigment (Gossypol) keine Absorptionsbande. 
Bei der Untersuchung der Chloroform- und Athylalkohollésungen 
dieses Pigments im Spektroskop konnte auch von uns die Abwesenheit 
von Absorptionsbanden im sichtbaren Teil des Spektrums festgestellt 


' Ausgefiihrt von Prof. O. WM. Anscheles an der Staatsuniversitat in 
Leningrad. 
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werden. Im ultravioletten Teil des Spektrums zeigte die Chloroform- 
sung eine Absorptionsbande 410 bis 344 mu. 

Die Veranderung der Absorption des gelben Pigments je nach der 
Konzentration zeigt Abb. 3. 

Bei der Untersuchung der Chloroformlésungen der roten Pigment- 
kristalle im sichtbaren Teil des Spektrums waren dieselben gelbgriinen 
Absorptionsbanden zu beobachten, wie sie beim Chloroformauszug der 
Samen festzustellen waren. Im ultravioletten Teil hatten wir dasselbe 
Bild wie beim gelben Pigment und beim Chloroformauszug der Samen 
(Absorptionsbande 420 bis 344 muy). 
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Abb. 3. Gelbes Pigment in Abb. 4. Rotes Pigment in 
Chloroform. Chloroform. 


In Abb. 4! ist die Verainderung des ultravioletten Absorptions- 
spektrums der Chloroformlésung des roten Pigments je nach der Konzen- 
tration dargestellt. Die Aufnahme 4 zeigt das Absorptionsspektrum von 
reinem Chloroform. Es wurden auch die Anilin- 
derivate des roten und gelben Pigments unter- S$ 
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sucht. Beide Pigmente erwiesen sich als identisch, | 

sowohl im sichtbaren, als auch im ultravioletten _. 
Gebiet. Bei der Durchsicht der verdiinnten Chloro- 
formlésungen dieser Pigmente wurden zwei 
schmale Banden 462 und 440 mu des Spektrums 
festgestellt (Abb. 5). Mit zunehmender Konzentration bildet sie eine 
breite Bande von 405 bis 486 mu (Abb. 6). (Als Vergleichsspektrum 
diente in Abb. 5 das Funkenspektrum von Kupfer.) 


Abb. 5. Anilinderivat 
in Chloroform. 


' Genaue quantitative Messungen der angewandten Pigmentmengen 


wurden nicht vorgenommen. Es sei darauf hingewiesen, da zur Beob- 
achtung des charakteristischen Absorptionsbildes im sichtbaren Gebiet etwa 
0,01 %ige, im ultravioletten Gebiet etwa 0,0001 °,ige Lésungen geniigen. 
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Die Grenze der kontinuierlichen Absorption bei groBen Konzen 
trationen befindet sich bei 512 mu. 

Im ultravioletten Gebiet ist eine schmale Bande von der Wellen 
lange 310 bis 315 mu festgestellt worden (Abb. 6, Aufnahme 3 rechts 
Die Grenze der kontinuierlichen Absorption ist verschwommen und be 
findet sich bei 200 my. In Abb. 6 ist die Veranderung des Absorptions 
spektrums bei einem der Anilinderivate im Zusammenhang mit der Kon 
zentration dargestellt (Aufnahme 3, 4, 5; Aufnahme 1, das Spektrum de: 
Wasserstofflampe: Aufnahme 2, reines Chloroform). Zur Kontrolle de- 
Ursprungs der schmalen Bande von 310 bis 315 mu, wurde die Chloro 
formlésung des reinen Anilins unter 
sucht, wobei es jedoch nicht gelang 


310 


wo © Ss 5 
FS Psage 
| weder diese, noch die breite, lang 


wellige Bande festzustellen. 


Die spektroskopische Untersuchuny 
der Chloroformausziige der Samen und 
der Chloroformlésungen des roten und 
gelben Pigments zeigte folgendes: 1. die 
Identitat der Absorptionsspektren de: 
Samenausziige und der Lésungen des 
roten Pigments sowohl im sichtbaren, 


sinkende Konzentrationen 


als auch im _ ultravioletten CGebiet: 


2. einen scharfen Unterschied der Ab- 





sorptionsspektren der Lésungen des 
roten und gelben Pigments im sicht- 


Abb. 6. Anilinderivat in a aha etd ie 
htenaiiness. baren Gebiet und deren Identitat im 


ultravioletten Gebiet, und 3. die volle 
Identitat der Absorptionsspektren der Anilinderivate beider Pigmente 
sowohl im sichtbaren, als auch im ultravioletten Gebiet. 


Es ist uns aufgefallen, daB beim Auflésen des roten Pigments in 
Athylalkohol die rote Farbe der Lésung nur innerhalb von 2 bis 3 Mi- 
nuten sich unverdndert erhielt und dann gelb wurde. In der gelb ge- 
wordenen Lésung verschwanden die gelbgriinen Absorptionsbanden: im 
ultravioletten Teil des Spektrums jedoch blieben die Absorptionsbanden 
bestehen. Das Verschwinden der Absorptionsbande im sichtbaren Teil 
des Spektrums geschah im Laufe von einigen Minuten. 

Die Umwandlung der Farbe der Lésungen des roten Pigments 
von Rot in Gelb konnte auch bei der Einwirkung anderer Lésungsmitte! 
beobachtet werden: so von Methyl-, Amyl- und Propylalkohol, Athyl- 
ather, Chloroform, von raffiniertem Baumwollsamenél. Die Konzen- 
trationen der angewandten Lésungen waren etwa 0,1 °,ig. Es erwies 
sich dabei, daB in allen alkoholischen Lésungen das Gelbwerden im 
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Laufe von 2 bis 3 Minuten vor sich ging, in Athylather erfolgten das 
Gelbwerden und das Verschwinden der Absorptionsbanden innerhalb 
1.5 bis 2 Stunden. Die Baumwol!samen6ll6sung war anfangs auch rot 
gefarbt und die Absorptionsbanden waren deutlich zu sehen, aber nach 
24 Stunden verschwand die rote Farbe, die Losung wurde gelb und es 
war nur noch das gelbe Absorptionsband zu sehen. Nach Ablauf von 
48 Stunden nach dem Auflésen verschwanden beide Absorptionsbanden. 
Die Chloroformlésung des Pigments begann 3 bis 4 Tage nach dem 
Auflésen gelb zu werden, dann nahm die gelbe Farbe zu, die Losung 
behielt aber eine rosa Nuance, wobei beide Absorptionsbanden zu sehen 
waren. Nach 12 bis 13 Tagen konnte man nur noch die gelbe Absorp- 
tionsbande beobachten. Nach 15 bis 16 Tagen verschwanden_ beide 
Absorptionsbanden. Im Athylatherextrakt der Samen konnte man 
nach 20 bis 30 Minuten langem Stehenlassen noch die gelbgriinen 
Absorptionsbanden beobachten, die nach langerem Stehen verschwanden. 

Diese Versuche zeigten, daB das rote Pigment bei der Kinwirkung 
von Lésungsmitteln in das gelbe iibergeht, welches keine Absorptions- 
bande im sichtbaren Teil des Spektrums hat, wobei seine Bestandigkeit 
in verschiedenen Lésungsmitteln verschieden ist : am wenigsten bestandig 
ist es in Alkoholen und am bestdindigsten in Chloroform. 

Kine genauere spektroskopische Untersuchung des alkoholischen 
Samenauszuges und der alkoholischen Lésungen des roten und gelben 
Pigments lieferte folgendes Ergebnis: 

In den alkoholischen Samenausziigen wurden gelbgriine Absorp- 
tionsbanden nicht beobachtet. Die ultraviolette Absorptionsbande hat 
dasselbe Aussehen wie in den Chloroformausziigen, nur ist sie in Richtung 
der langen Wellen auf 10 bis 15 mu verschoben. Die alkoholischen 
Lésungen des roten und gelben Pigments erwiesen sich im ultravioletten 
Teil des Spektrums als véllig identisch. Es war eine Absorptionsbande 
von gleichem Aussehen wie in den Chloroformlésungen dieser Pigmente 
zu beobachten; es war aber um 10 bis 15 mu in Richtung der langen 
Wellen verschoben. Im sichtbaren Teil des Spektrums der alkoholischen 
Lésung des roten Pigments waren die gelbgriinen Absorptionsbanden 
nicht festzustellen. 

Die Untersuchung der alkoholischen Lésungen der Anilinderivate 
des roten und gelben Pigments zeigte deren véllige Identitat mit den 
Chloroformlésungen dieser Pigmente. Der Absorptionskoeffizient im 
ultravioletten Gebiet war jedoch fiir die alkoholischen Lésungen be- 
deutend kleiner als fiir die Chloroformlésungen: die Absorption im 
Ultraviolett wird also bei bedeutend gréBeren Konzentrationen be- 
obachtet. Auf diese Weise dufert sich die tatsdchliche Einwirkung des 
Alkohols nur im Verschwinden der gelbgriinen Absor ptionsbanden, welche 
dem roten Pigment eigen sind. 
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Allem Anschein nach findet eine innermolekulare Umlagerung d¢ 
roten Pigments statt, die auf die chromophore Gruppe wirkt und di 
Farbanderung des Pigments bedingt. Die Art der Umlagerung cd 
Pigments weist darauf hin, daB anscheinend eine Keto-Enol-Tautomeri: 
stattfindet. Wie bekannt, hangt die Enolisierungsgeschwindigkeit vo: 
der Temperatur und der Art des Lésungsmittels ab (von seiner [i 
elektrizitatskonstanten), und zwar erfolgt nach H. Stobbe (7) die Enoli 
sierung am schnellsten in alkoholischer Lésung und am langsamsten 
in Chloroformlésung. Diese Angaben stimmen mit unseren Befunden 
bei den Umwandlungen des roten Pigments vollig iiberein. Die ver 
schiedene Bestandigkeit des roten Pigments je nach der Art des Lésungs- 
mittels macht es verstandlich, warum der spektroskopische Nachweis 
dieses Pigments nur im Chloroformauszug der Kerne gelang, trotz seine: 
sonst guten Léslichkeit auch in anderen Lésungsmitteln (Athylather 
Athylalkohol uSW.). 

Dieser Umstand weist auch darauf hin, daB in den Driisen der Kerne 
das rote Pigment vorgebildet ist; beim Extrahieren durch Stehenlassen 
mit Athylalkohol oder Ather, wie es von einer Reihe von Forschern 
durchgefiihrt wurde, wandelte es sich in das gelbe Pigment um. Das 
letztere wurde daher fiir das natiirliche Pigment der Samen gehalten. 
Wir halten es fiir zweckmaBig, in Analogie mit dem gelben Pigment 
Gossypol — das rote Pigment als rotes Gossypol zu bezeichnen. 

Die Frage, ob iiberhaupt gelbes Gossypol im Samen vorgebildet 
ist, bedarf einer besonderen Untersuchung. Es ist nicht ausgeschlossen, 
daB sich neben dem roten Gossypol auch ein Teil des gelben Gossypols 
in den Samen vorfindet; die Menge des letzteren schwankt, allem 
Anschein nach je nach der Sorte der Samen, den klimatischen Be- 
dingungen, der Ernahrung, dem Entwicklungsstadium der Pflanze usw. 


Zusammenfassung. 


1. In den Driisen der Baumwollsamenkerne wurde in bedeutender 
Menge das leicht krystallisierende rote Pigment aufgefunden. 

2. Die Kristalle dieses Pigments sind ziegelrot gefarbt und zeigen 
ein charakteristisches Absorptionsspektrum in Form von zwei gelb- 
griinen Banden im sichtbaren und einer Absorptionsbande im ultra- 
violetten Teil des Spektrums; letzteres ist auch fiir das gelbe Pigment 
charakteristisch. Durch seine Farbe und die Gegenwart von deutlichen 
Absorptionsbanden im sichtbaren ‘Teil des Spektrums unterscheidet 
sich das rote Pigment scharf vom gelben Pigment Gossypol, welches im 
sichtbaren Teil des Spektrums keine derartigen Banden ergibt. 

3. Die Kristalle des roten Pigments zeigen einen starken Pleo- 
chroismus und eine gerade Ausléschung, wodurch sie sich von den 
Kristallen des gelben Pigments unterscheiden. 
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4. An einer Reihe von qualitativen Reaktionen, ebenso in bezug 
auf die Léslichkeit und Elementar-Zusammensetzung, erwies sich dias rote 
Pigment als mit dem gelben Pigment — Gossypol — identisch. AuBber- 
dem liefert das rote Pigment bei der Einwirkung von Essigséure und 
Anilin kristallinische gelb gefarbte Derivate, die in bezug auf Léslichkeit 
den entsprechenden Derivaten des gelben Pigments Gossypol voll- 
staéndig gleich stehen. 

Die Absorptionsspektren der Anilinderivate beider Pigmente sind 
sowohl im sichtbaren als auch im ultravioletten Teil identisch. 

5. Bei der Einwirkung verschiedener Lésungsmittel auf das rote 
Pigment bei Zimmertemperatur findet ein Farbumschlag der Lésung 
von Rot in Gelb statt. Gleichzeitig verschwinden die Absorptionsbanden 
im sichtbaren Teil des Spektrums. Am wenigsten bestandig ist das 
rote Pigment in Alkoholen und am meisten bestandig ist es in Chloroform. 

6. Der Nachweis des roten Pigments gelingt daher nur in 
Chloroformlésung. Wir sind tiberzeugt, daB in den Kerndriisen haupt- 
sichlich das rote Pigment eingelagert ist: denn bei seiner Abscheidung 
aus den Samen findet unter der Einwirkung der Lésungsmittel eine 
Umwandlung in das gelbe Pigment statt. Ob gelbes Pigment in den 
Samen vorgebildet ist, bleibt vorlaufig offen. 

Die Untersuchung der physikalischen und chemischen Eigen- 
schaften des roten Pigments wird fortgesetzt. 


Ich méchte diese Gelegenheit benutzen, um Herrn Akademiker W.N. 
Liubimenko, seiner Mitarbeiterin N.N.Gortikowa und Herrn Professor 
G. W. Pigulewskiyj fiir ihre wertvollen Hinweise fiir meine Arbeit meinen 
allerherzlichsten Dank auszusprechen. 
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Chlorophyllfluoreszenz und Kohlensaureassimilation. 


Von 
Hans Kautsky. 


V. Mitteilung: 
H. Kautsky und W. Flesch: Beziehungen zwischen Blattfluoreszenz und 
Sauerstoffkonzentration. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Eingegangen am 14, Januar 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die hier veréffentlichte Mitteilung ist eine unmittelbare Fortsetzung 
der vorausgehenden (1). Sie befaBt sich weiter mit der Frage der Aus 
loschung der Fluoreszenz des Chlorophylls (abgekiirzt Ch) im lebenden 
Blatt durch Sauerstoff. Es war namlich das Ergebnis der vorangehenden 
Versuche, daB héchstwahrscheinlich Sauerstoff, dissoziabel im Chloro- 
plasten gebunden, mit angeregtem Chlorophyll derart in Wechsel. 
wirkung tritt, daB die Fluoreszenz des Blattfarbstoffs ausgeléscht 
wird. Dieses unerwartete Ergebnis ist im Hinblick auf die Kohlensaure- 
assimilation so iiberraschend, daB wir es fiir wichtig erachteten, unter 
definierten Bedingungen in einem weiten Konzentrationsbereich den 
Kinflu8 der Sauerstoffkonzentration auf das Fluoreszenzverhalten 
griier Blatter zu untersuchen. 


Der Apparat, in welchem die Versuche ausgefiihrt wurden, ist 
bereits ausfiihrlich in der zweiten Mitteilung (2) beschrieben und auch 
die Art des Messens an dieser Stelle auseinandergesetzt. Wir fassen 
uns deshalb kurz. 


Von dem zu untersuchenden Blatt wird je eine Halfte in eine Belichtungs- 
kammer gebracht und durch Bestrahlen mit langwelligem ultravioletten 
Licht, gleicher Intensitat fiir beide Blatthalften, die Fluoreszenz derselben 
erregt. Uber die beiden flieBt im raschen Strome Luft oder ein Gasgemisch 
eigens gewihlter Zusammensetzung. Die Gasatmosphare enthalt in unseren 
Versuchen Stickstoff, Sauerstoff und Kohlensaure. In allen Versuchen bleibt 
der Gehalt an Kohlensiure unverandert derselbe, namlich 4°,, waihrend, da 
wir ja den EinfluB8 des Sauerstoffs auf die Fluoreszenzerscheinungen unter- 
suchen, das Verhaltnis von Stickstoff zu Sauerstoff in weiten Grenzen 
variiert wird. Wir stellten uns mit Hilfe von Sauerstoff, gewéhnlichem 
Bombenstickstoff, absolut sauerstofffreiem Stickstoff und Kohlensaéure 
fiinf verschiedene Gasgemische her: 

1. 96% O,, 4% CO,; 2. 21% O,, 75% N,, 4% CO,; 3. 0,5% O., 
95,5 % Ny, 4% CO,; 4. etwa 0,01 % O,, 96% N>. 4% COs; 5. 96 % Ny, 4% CO. 
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Fiirs erste beschrankten wir uns auf eine Versuchspflanze: Parietaria 
officinalis. Im Treibhaus aufgezogen waren ihre ausgewachsenen Blatter 
gleichmaBig groB und zart und von besonders schéner Rotfluoreszenz. 

Voraussetzung fiir die Messung ist das genau iibereinstimmende Flu- 
oreszenzverhalten beider Blatthalften unter denselben Versuchsbedingungen. 
Antangshelligkeit, Iluoreszenzanstieg, maximal erreichte Helligkeit, Flu- 
oreszenzabfall und konstante Endhelligkeit miissen zeitlich soiibereinstimmen, 
daB zu keinem Zeitpunkt Intensitaétsunterschiede in den beiden aneinander 
grenzenden Kreishalften der Halbschattenapparatur zi: beobachten sind. 
Nur dann bedeuten immer wieder feststellbare Abweichungen im zeitlichen 
Verlauf der Fluoreszenzinderungen unter Versuchsbedingungen, welche fiir 
beide Blatthalften ungleich sind, ein verwertbares Versuchsergebnis. 

Vorerst wenden wir unsere Aufmerksamkeit dem Vorgange zu, 
welcher die Anfangstilgung und den Fluoreszenzanstieg verursacht, 
d.h. wir suchen Aufklarung tiber die sich unmittelbar an die primare 
Absorption der Lichtquanten (durch das Chlorophyll) anschlieBende 
Reaktion zu erhalten. Sie ist der Ausgangspunkt einer ganzen Reihe 
verwickelter Folgereaktionen, deren zunehmende Geschwindigkeit durch 
den Abfall der Fluoreszenz des Blattes sichtbar in Erscheinung tritt. 

Vor den eigentlichen Messungen miissen wir erst qualitativ ermitteln, 
in welcher Weise sich eine Veraénderung des Sauerstoffdrucks auf die 
Fluoreszenzéinderungen auswirkt. Bisher verglichen wir bloB das Ver- 
halten von luftumgebenen Blattern gegeniiber solehen, die sich in 
ganzlich sauerstofffreier Atmosphare befanden (1), mit dem Ergebnis, 
daB in Abwesenheit von Sauerstoff iiberhaupt keine zeitlichen Ande- 
rungen der gleich vom Belichtungsbeginn an maximal hellen Blatt- 
fluoreszenz zu erkennen waren. Wir wollen jetzt weiter erfahren, in 
welcher Weise das Fluoreszenzverhalten eines sauerstoffumgebenen 
Blattes mit abnehmender Sauerstoffkonzentration in das eines sauerstoff- 
freien Blattes iibergeht. Dazu wahlen wir fiir die beiden Blatthalften, 
deren Fluoreszenzinderungen gleichzeitig verglichen werden, Gas- 
stréme, die fiir jede der beiden einen stark verschiedenen Sauerstoff- 
gehalt besitzen: Versuchsweise fiir die eine Halfte Luft. fiir die andere 
das Gasgemenge 4, welehes nur ungefahr 0,01°, Sauerstoff enthalt. 
Die Temperatur bleibt in allen diesen Versuchen konstant 20°. 

Die zeitlichen Helligkeitsénderungen, welche wir unter den ge- 
gebenen Bedingungen im Halbschattenapparat beobaciten, sind fiir 
den Anfang arg verwickelt. Greifen wir die Zeitpunkte starkster und 
geringster Helligkeitskontraste heraus, so ergeben sich Helligkeits- 
eindriicke der beiden Gesichtshalften zueinander, welche nachfolgende 
Tabelle andeutet. 

Im ersten Augenblick, in welchem gleichzeitig beide Blatthalften 
der Bestrahlung ausgesetzt werden, fluoresziert die im sauerstoffarmen 
Gas befindliche Blatthalfte wesentlich heller als die andere in Luft. 
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Rasch steigt aber die Fluoreszenz des lufthaltigen Blattes auf gleiche 
Helligkeit und iibersteigert sie bereits innerhalb der ersten Sekunde 
zu einem hellen Rot. In 4 Sekunden gleichen sich die Intensitaten 

beider wieder an und 
Tabelle I. Die zeitlichen Veranderungen jm weiteren  Verlauf 
der Fluoreszenzhelligkeit zweier gleich- — jjherstrahlt dann noch- 
zeitig belichteter Blatthalften I und II 
bei verschiedenen Sauerstoffkonzen- 


mals die sauerstoffarme 
Blatthalfte die in Luft 
befindliche. 

Helligkeitseindruck Nachdem der Ap- 
paratnur relative Hellig- 
keiten zu gleichen Zeiten 


tra tionen. 





Belichtungszeit - 
I 21/9 Oy | IL etwa 0,01%9 Og 


ment oe Jet : ; dunkel nent vergleichend zu beob- 
poi deer og cigs | gleich achten erlaubt, ist der 
RARE hen gg eo, hell dunkel wahre zeitliche Verlauf 
Os) is a vs a gleich der  Fluoreszenzande- 
Nach 4Sek. . ...  dunkel hell rungen der einzelnen 


Blatthalften in der bis- 
herigen Versuchsausfiihrung nicht ohne weiteres eindeutig zu erkennen. 
Von friiheren Messungen her wissen wir, daB die Fluoreszenz der von 
Luft umgebenen Blatthalfte innerhalb einer Sekunde von einer geringen 
Anfangsintensitét auf ihre maximale Helligkeit ansteigt, um alsbald, 
erst allmahlich beginnend, mit zunehmender Geschwindigkeit abzufallen. 
Wir wissen ferner, da8 ein Blatt in vollkkommen sauerstofffreier Gas- 
atmosphare schon vom Belichtungsbeginn an langere Zeit mit konstant- 
bleibender maximaler Helligkeit fluoresziert. 

Es fragt sich jetzt, welchen Verlauf die Fluoreszenzkurve der- 
jenigen Blatthalfte in unserem Versuch nimmt, deren umgebende 
Gasatmosphare bloB 0,01 % Sauerstoff enthalt. Der Versuch (Tabelle I) 

sagt unzweifelhaft aus, daB der Anfangspunkt der Intensitatszeitkurve 
fiir diese Blatthalfte wesentlich héher liegt als fiir die sauerstoffreichere. 
Er liegt aber tiefer als die bekannte maximale Helligkeit, denn die Uber- 
steigerung der Fluoreszenz durch die des lufthaltigen Blattes innerhalb 
der ersten Sekunde zeigt, daB die Fluoreszenz des sauerstoffarmen 
Blattes die maximale Fluoreszenz in einer Sekunde noch _ nicht 
erreicht hat. Ob diese Fluoreszenzhelligkeit erst in einem spateren 
Zeitpunkt erreicht wird, d.h. ob die Zeit des normalen Fluoreszenz- 
anstieges durch Sauerstoffmangel verlangert wird, ]4Bt sich aus diesem 
Versuch noch nicht schlieBen. Die zweite Umkehr der Fluoreszenz- 
intensitaéten beider Blatthalften nach der vierten Sekunde kénnte eben- 
sowohl durch den bereits eingetretenen Fluoreszenzabfall der luft- 
haltigen zustande kommen, als auch durch ein weiteres Ansteigen der 
Fluoreszenzhelligkeit der sauerstoffarmen. Wir kénnen in dieser 
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Versuchsanordnung eine spater erreichte Fluoreszenzhelligkeit nicht 
mit einer zeitlich vorausgegangenen vergleichen, da uns vorléufig ein 
direkter MaBstab fiir die Fluoreszenzintensitat fehlt!. 

Um eine Entscheidung herbeizufiihren, gehen wir in einem neuen 
Versuch so vor, daB wir zuerst die sauerstoffarme Blatthalfte eine be- 
stimmte Zeit vorbelichten und dann erst die Blende vor der zweiten 
(sauerstoffreichen) Blatthalfte wegziehen. Wir vergleichen damit die 
in einer Sekunde erreichte maximale Helligkeit der letzteren mit der 
zu diesem Zeitpunkte schon erreichten Helligkeit der vorbelichteten 
Blatthalfte. Nach einer Vorbelichtung im Bereiche von 1 bis 9 Sekunden 
beobachten wir eine mit zunehmender Vorbelichtungszeit immer ge- 
ringer werdende Helligkeitsiibersteigerung durch das lufthaltige Blatt. 
Nach 9 Sekunden Vorbelichtung fluoreszieren in der zehnten Sekunde 
heide Blatthalften tibereinstimmend mit maximaler Helligkeit. 

Aus diesem Versuch ]aBt sich schlieBen, daB in dem sauerstoffarmen 
Blatt ein flacher, 10 Sekunden wahrender Fluoreszenzanstieg bis zu 
der Helligkeit erfolgt, welche maximal an lufthaltigen Blattern zu beob- 
achten ist, und zwar nur bis zu dieser Helligkeit. Wir stellen namlich 
bei weiterer Ausdehnung der Vorbelichtungszeit des sauerstoffarmen 
Blattes tiber 10 Sekunden hinaus fest, daB dieselbe Helligkeit einige 
Sekunden unverandert bestehen bleibt, dann aber allmahlich ein 
Fluoreszenzabfall deutlich zu werden beginnt. 

Auf Grund dieser Tatsachen kénnen wir die Zeit des Fluoreszenz- 
anstieges einfacher und genauer bestimmen. Die an dem Blatt bei 
geringen Sauerstoffdrucken beobachtete maximale Helligkeit laBt sich 
némlich ihrer langeren Konstanz wegen sehr vorteilhaft als Vergleichs- 
helligkeit benutzen, um Anstiegszeiten der Blattfluoreszenz zu_be- 
stimmen. Versuch: Beide Halften eines Parietariablattes befinden sich 
in einer str6menden Gasatmosphare, welche 0,01 °%, Sauerstoff enthalt. 
Die eine Halfte wird einige Sekunden vorbelichtet, ehe die andere 
Halfte der Bestrahlung ausgesetzt wird. Es dauert 10 Sekunden, bis 
beide Blatthalften die gleiche Helligkeit erreichen, das bedeutet in Uber- 
einstimmung mit der vorhergehenden Feststellung, daB der Fluoreszenz- 
anstieg unter dem angegebenen Sauerstoffdruck 10 Sekunden dauert. 

Das bisher erzielte Ergebnis ist klar und einfach. Der Grad der 
Fluoreszenztilgung im Belichtungsbeginn und die Geschwindigkeit 
des Fluoreszenzanstiegs sind vom Sauerstoffdruck abhangig. Die Zeit 
des Fluoreszenzanstiegs eines Parietariablattes wird durch Herabsetzen 
der Sauerstoffkonzentration bis auf etwa 0,01°, auf 10 Sekunden 

' Objektive Messungen mittels Photozelle, Fadenelektrometer und 
automatischer photographischer Registrierung sind bereits im Gange und 
sollen zu einem spateren Zeitpunkt veréffentlicht werden. 
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erhoht oder, anders ausgedriickt, die Geschwindigkeit der photochemi 
schen Reaktion, welche ihren sichtbaren Ausdruck in dem Fluoreszenz 
anstieg findet, wird gegeniiber der in Luft auf den zehnten Teil ver- 
mindert. 

Ein umfassenderes Verstandnis fiir den EinfluB der Sauerstoff- 
konzentration im Gasraum auf die Anfangstilgung und den Anstieg 
der Blattfluoreszenz gewinnen wir durch Ausdehnung unserer Versuche 


auf weitere Konzentrationsbereiche. Das Ergebnis dieser Versuche 


ist ein eigenartiges: Die Geschwindigkeit des Fluoreszenzanstiegs 
und der Grad der Ausléschung im Belichtungsbeginn ist bei 20° in dem 
Konzentrationsbereich zwischen 0.5 und 96°, Sauerstoff, unabhangig 

vom Sauerstoffdruck, unverandert 
Wi der gleiche. Wir beobachten  voll- 
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J kommene Ubereinstimmung der An- 
s sl fangshelligkeiten und der Zeitdaue: 
S| der Fluoreszenzanstiege, wenn zwei 
8 Blatthalften innerhalb der eben an- 
8 gegebenen Konzentrationsgrenzen. 


238% 56 «7 8 «9 Wsek 
Belichtungszeit 


eine Halfte beispielsweise bei 0,5°,. 
die andere in Luft oder in 96 °/, Sauer- 


Abb. 1. Fluoreszenzanstiege bei d by x 
verschiedenen O,-Konzentrationen : stoff, gleichzeitig belichtet werden. 
eit: Itt 09, eile Abb. 1 laBt die Ergebnisse aus seh: 
Bei allen 3 Kurven ist Cog, = 4°, vielen Versuchen iiber den Einfluls 
t = 20°C. der Sauerstoffkonzentration auf den 
Versuchspflanze Parietaria 


Fluoreszenzanstieg bei  Parietaria 
officinalis iiberblicken. 


officinalis 


Die Zeiten (Abszisse) kénnen recht genau mit der Stoppuhr gemessen 
werden. Die Unterschiede in den Fluoreszenzintensitaten (Ordinate) sind 
groB und deshalb ihr Vorhandensein eindeutig, aber nur qualitativ, fest 
stellbar. In Ermangelung der genaueren Kenntnis des wahren Verlaufs de: 
Anstiegskurven sind diese hier einfach als gerade Linien eingezeichnet. 

Betrachten wir den Fluoreszenzanstieg, Kurve I, als normales 
Fluoreszenzverhalten des Parietariablattes, dann erscheint die Ver- 
langerung und Verflachung des Fluoreszenzanstiegs in Kurve II und I] 
als abnormal. Ursache des abnormalen Verhaltens ist ein erhebliche 
Mangel an Sauerstoff. 

Die Starke der Anfangstilgung und die Geschwindigkeit des Fluo- 
reszenzanstiegs sind bei einer Temperatur von 20° in einem Konzentrations- 
bereich zwischen 96 und 0,5°%, unabhangig vom Sauerstoffdruck. Erst 
unterhalb 0,5 %,, also in einem Bereich bereits sehr niederer Konzentrationen. 
tritt mit sinkendem Sauerstoffgehalt eine zunehmende Verflachung und 
zeitliche Verldngerung des Fluoreszenzanstiegs in Erscheinung. 

Die einfachste, naheliegendste Deutung der Wirkung stark ver- 
minderten Sauerstoffdruckes auf die anfangliche Fluoreszenztilgung 
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ergibt sich aus der Vorstellung, dai eine unmittelbare Wechselwirkung 


zwischen angeregtem Chlorophyll und Sauerstoff die Ausléschung der 
Chlorophyllfluoreszenz verursacht. Dann wiirde eine Herabsetzung 
der Sauerstoffkonzentration selbstverstandlich in einer Aufhellung der 
Fluoreszenz zum Ausdruck kommen. Die gesamten Versuchsergebnisse 
sind aber nur dann zu verstehen, wenn der Sauerstoff nicht frei, sondern 
dissoziabel gebunden unmittelbar an der Chlorophylloberflache zur 
Wirkung gelangt. Dies wird in dieser Arbeit noch ausfiihrlich aus- 
einandergesetzt werden (Abschnitt I1). 

Man kénnte auch versuchen, dem Verstaéndnis der Fluoreszenz- 
kurven mit Hilfe der Annahme naher zu kommen, dafB die Wirkung 
des Sauerstoffmangels eine indirekte ist. Durch eine erhebliche oder 
gar vollstandige Hemmung der Sauerstoff verbrauchenden Zellvorgange 
kénnten abnormale Stoffwechselprodukte entstehen, welche die normale 
Fluoreszenz l6schende Wechselwirkung zwischen angeregtem Chlorophyll 
und einem Stoff, der in diesem Falle keineswegs Sauerstoff zu sein 
braucht, mehr oder minder stark behindern (s. Abschnitt IV). 

Unsere gesamten Versuche sind nur unter Zugrundelegung der 
ersten Auftassung, namlich der unmittelbar ausléschenden Wirkung 
von gebundenem Sauerstoff zu verstehen. Nach Darlegung unserer 
eigenen experimentellen Wege werden wir in der Lage sein, die Griinde 
anzufiihren, die gegen die Deutung einer bloB indirekten Wirkung des 
Sauerstoffmangels sprechen. 


In Gegenwart von Sauerstoff erscheint anfangs die Chlorophs!l- 
fluoreszenz des Blattes stark ausgeléscht. Bei vollkommener Ab- 
wesenheit von Sauerstoff beobachten wir keine Fluoreszenztilgung. 
Also ist die direkte Ursache der Fluoreszenztilgung die Kinwirkung 
von Sauerstoff auf das angeregte Chlorophyll (Ch). Ist dieser SchluB 
zutreffend, dann ergibt sich zusatzlich noch die wichtige Folgerung, 
da weder Kohlensdure noch ein Derivat derselben in unmittelbarer energeti- 
scher Wechselwirkung mit dem angeregten Ch stehen kann, denn die Aus- 
loschung der Ch-Fluoreszenz ist bei Gegenwart von ausreichenden 
Koblenséuremengen ausschlieBlich nur dann zu beobachten, wenn 
Sauerstoff zugegen ist. Es braucht allein der Sauerstoff zu fehlen und die 
Fluoreszenzausléschung ist vollkommen aufgehoben. 

Die Starke der Fluoreszenzausléschung im Blatte, sogar bei geringen 
Sauerstoffdrucken, ist nur verstandlich, wenn die Sauerstoffkonzentration 
an der Ch-Oberflache eine unvergleichlich héhere ist als die mit der 
umgebenden Gasatmosphare im Gleichgewicht stehende Konzentration 
an bloB geléstem Sauerstoff im Chloroplasten. Der Sauerstoff mul 
an die Ch-Oberfliche in irgendeiner Form gebunden, und zwar, wie 
wir sehen werden, dissoziabel gebunden sein. Das lehrt bereits ein Ver- 
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gleich des Verhaltens von adsorbiertem und auch geléstem Ch in vitro 
mit dem des Ch in der lebenden Pflanze. Wir vergleichen hierbei die 
Anderungen der Fluoreszenzhelligkeit der zu beobachtenden Systeme 
bei Anderungen der Sauerstoffkonzentration (Tabelle IT). 
Die maximale Fluo- 
Tabelle Il. Vergleich der Helligkeitsein- 
driicke der Fluoreszenz von trockenen 
Ch-Aluminiumhydroxydadsorbaten mit 
Blattern bei verschiedenen Sauerstoff- steme nicht die gleiche. 
konzentrationen. Das aus derTabelle LI er- 
sichtliche Fluoreszenz- 


reszenzhelligkeit ist na- 
tiirlich fiir beide Sy- 





Fluoreszenzhelligkeit bei 


0) Os ; : verhalten ist in dem 
*h-Adsorbé 3h: , , 
Ce-Aideeenet wines nachfolgenden Kurven- 
bild fiir den Konzen- 
0 sehr hell sehr hell ; : 
0,01 at Gee wesentlich geschwacht trations ereich von 0) 
05 oe ale ausgeloscht bis 10°, O, dargestellt 
8 eben merklich " (Abb. 2) i 
verringert apne see cia 
100 stark getilgt a Wahrend die Fluo- 
Mit zunehmendem reszenz des Blattes bei 


gi tag 20° durch eine Sauer- 

stoffkonzentration von 
0,5°, schon eine maximale konstante Ausléschung erfahrt, ist selbst 
bei 1%, Og und dariiber hinaus eine Beeinflussung der Fluoreszenz 
eines Ch-Aluminiumhydroxydadsorbates noch nicht zu erkennen. 


Erst bei 3 bis 4°, O, beginnt 
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Abb. 2. Einflu8B der Sauerstoffkonzentration hinaus. Wichtig erscheint uns 
auf die Fluoreszenzhelligkeit von Blattern i F ¥ 

(Kurve I) und Ch-Adsorbaten (Kurve ID. die Angabe, daB die durch 

Sauerstoff hervorgerufenen Flu- 
oreszenzléschungen bei Verminderung der Sauerstoffkonzentration 
wieder reversibel riickgingig gemacht werden kénnen. 

Die Kurve I zeigt augenfallig den typischen Verlauf einer Disso- 
ziationskurve, wenn wir uns vergegenwartigen, daB die im Dissoziations- 
gleichgewicht bei einer bestimmten Sauerstoffkonzentration gebundene 
Sauerstoffmenge unmittelbar in der Starke der Fluoreszenztilgung, 
also durch die abnehmende Fluoreszenzhelligkeit, zum Ausdruck gelangt. 
Sauerstoff wird im Blatt in dissoziabler Bindung festgehalten. 

Welcher Stoff, ein bekannter oder noch unbekannter, es ist, dem 
das Vermégen, Sauerstoff zu binden, zukommt, wissen wir noch nicht. 
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Die durch die Fluoreszenztilgung zum Ausdruck gelangende dissoziable 
Bindung des Sauerstoffs im Blatt erinnert lebhaft an das Verhalten 
des Blutfarbstoffs gegentiber Sauerstoff. Es ist von vornherein nahe- 
liegend, an das dem Blutfarbstoff verwandte Ch zu denken. Wollte 
man sich in Analogien ergehen, so kénnte man eine lockere Bindung 
des Ch an Eiweif annehmen und die Saunerstoffbindung einer un- 
besetzten Koordinationsstelle eines koordinativ sechswertigen Magne- 
siums im Ch zuschreiben. Solche Vorstellungen sind nur berechtigt, 
sofern sie dazu veranlassen, nach der Art der Sauerstoffbindung im 
Blatt zu suchen. Vorlaufig kénnen wir wenigstens soviel sagen: Wenn 
der Sauerstoff fiir die Fluoreszenztilgung verantwortlich ist, muB seine 
Bindung an das Ch direkt oder an ein Molekiil erfolgen, welches nicht 
raumlich vom Ch getrennt sein kann, denn eine direkte Wechselwirkung 
zwischen Ch und Sauerstoff kann auf gréBere Entfernung nicht zustande 
kommen. 


Wesentlich fiir das Fluoreszenzverhalten des Ch im lebenden Blatt 
ist sein molekularer Zerteilungsgrad. Um fluoreszieren zu kénnen, 
mu es einfach molekular oder zumindest sehr wenig assoziiert sein. 
Von kolloiden Ch-Lésungen, z. B. wasserigen, wei} man, dab sie nicht 
fluoreszenzfabig sind. Niedrig molekular kann das Ch nur in organischen 
Lésungen, in Bindung an stehende Grenzflachen oder auch an bewegliche 
grobe Tragermolekiile sein. Eindeutiges liBt sich iiber die Art der Ver- 
ankerung des Ch im Chloroplasten nicht aussagen: eine Bindung an 
EiweiB wird von einigen Forschern als wahrscheinlich angesehen (3)!. In 
dieser Frage ist eine unwiderlegbare Entscheidung bisher noch nicht zu 
treffen. Sicher ist jedoch, daB das Chlorophyll seine photochemische 
Wirkung an einer Grenzflache ausiibt. Dies ist ein Ergebnis der Unter- 
suchungen 0. Warburgs iiber die Kohlenséureassimilation (4). Seine 
quantitativen Messungen besagen, daB die Geschwindigkeit der Licht 
verbrauchenden Reaktion der Assimilation durch oberflachenaktive 
Stoffe gemaB ihrer Adsorbierbarkeit gehemmt wird. 5.10-4 molare 
Lésungen von Phenylurethan hemmen die Verwertung der Lichtenergie 
bei der Alge Chlorella vulgaris etwa um 50%. Im Hinblick auf diese 
fiir die Kohlenséureassimilation auBerordentlich wichtige Aussage 
war es von besonderem Interesse, nachzuforschen, ob auch die von 
uns beobachtete Tilgung der Ch-Fluoreszenz in Gegenwart von Sauer- 
stoff durch Phenylurethan beeintrachtigt wird. Sind es die Ch-Molekule 
und nicht die Energieakzeptoren, welche im Chloroplasten an dem 
Aufbau der vom Narkoticum erfaBten Grenzfléche beteiligt sind, dann 

1 Siehe auch Baas Becking, ,,The State of the Chlorophyll in the 
Plastids’*, Bd. IT der ,,Proceedings‘‘ des VI. internat. Botanikerkongresses 
in Amsterdam 1935. 
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ist zu erwarten, dab jede Wechselwirkung zwischen Ch und irgendeinem 
nicht allzu oberflachenaktiven Stoff im Chloroplasten durch Pheny! 
urethan gehemmt wird. 

Unsere Versuche fiihren wir mit Wasserpflanzen  (Valisneria 
spiralis und gigantea und einer Sagittariaart) durch, weil das nicht 
fliichtige Phenylurethan nur in wasseriger L6sung anwendbar ist. Wir 
vergleichen das Fluoreszenzverhalten von ausgeruhten Blattern dieser 
Pflanzen in reinem Wasser gegeniiber dem in phenylurethanhaltigen 
Wasser. Ebenso wie bei den Landpflanzen beobachten wir an den ge- 
wahlten Wasserpflanzen unter normalen Bedingungen einen mit der 
Belichtung einsetzenden starken Anstieg der Fluoreszenzhelligkeit 
bis zu einem Maximum. Um den EinfluB des Phenylurethans aut 
Anfangshelligkeit und Anstieg der Fluoreszenz zu priifen, belassen wit 
die Blatter zum Adsorptionsausgleich eine Stunde in dunkel gehaltenen 
Lésungen bestimmten Phenylurethangehaltes. Die Wirkung des Nar- 
koticums tritt bei der Belichtung durch das Fluoreszenzverhalten 
augenfallig zutage. In einer Lésung, deren Konzentration 1 . 10-3 Mole 
Phenylurethan betragt, ist die Hemmung des fluoreszenztilgenden 
Vorganges eine so gut wie vollkommene: Das Blatt fluoresziert ebenso 
wie bei vollkommenem Sauerstoffmangel schon vom Augenblick des 
Belichtens an mit unverminderter maximaler Helligkeit. Eine Herab- 
setzung der Konzentration des Phenylurethans kommt darin zum Aus- 
druck, da mit abnehmender Konzentration ein immer deutlicher 
werdender Fluoreszenzanstieg zutage tritt. Die Anstiegszeit erscheint 
dabei aber nicht wie bei sehr geringen Sauerstoffkonzentrationen ver- 
langert, sondern der normalen gegeniiber eher verkiirzt. Dieses Ver- 
halten ist durchaus zu erwarten, wenn die Wirkung des Phenylurethans 
darin besteht, daB es die Molekiile des Stoffes, welcher die Fluoreszenz- 
tilgung verursacht, von der Ch-Oberflache wegdrangt und sich an ihre 
Stelle setzt. Die Wirkung des Narkoticums ist reversibel: Durch Aus- 
waschen mit Wasser im Dunklen laBt sich das Phenylurethan aus der 
Pflanze so weit entfernen, daB die hemmende Wirkung vollkommen 
aufgehoben und das normale Fluoreszenzverhalten bei erneutem Be- 
lichten beobachtet wird. Wir kommen also in Ubereinstimmung mit 
O. Warburgs Messungen zu dem SchluB, daB das Ch an einer Grenzflach« 
haftet. Uber die Art und die Struktur der Grenzflache wissen wir, 
wie gesagt, noch kaum etwas. 

Wie bei den meisten physiologischen Vorgangen spielen sich auch 
im Chloroplasten die Umsetzungen in sehr differenzierten iibermole- 
kularen Strukturen ab, in denen die besondere 6rtliche Lagerung einzelner 
Strukturelemente bzw. Molekiile fiir den Verlauf der Reaktionen aus- 
schlaggebend ist. Gerade in Beziehung auf die biologischen Energie- 
umwandlungen darf dies nicht vergessen und die Verhaltnisse in Gasen 
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nicht ohne weiteres zum Vergleich herangezogen werden. Andererseits 
wird auch hier, wie im Beginn der organischen Chemie, vielleicht da 
und dort ein gewisses vitalistisches Vorurteil zu iiberwinden sein. In 
der organischen Chemie erschien es anfangs undenkbar, die Atome so 
zu verkniipfen, wie sie von Lebewesen in Form komplizierter Ver- 
bindungen aufgebaut werden, bis man erkannte, daB diese Stoffe sich 
auch im Laboratorium aufbauen lassen, wenn die Bedingungen zur 
freiwilligen Verkniipfung der Atome richtig gewahlt werden. Méglicher- 
weise wird auch in das Gebiet der Bildung und Reaktionsweisen iiber- 
molekularer Strukturen am_ erfolgreichsten der syn- 
thetische Weg hineinfiihren. Wir wollen es versuchen. 


[cr] o, 
Zur Darlegung unserer Vorstellung der dissoziablen 
Bindung des Sauerstoffs unmittelbar oder doch in mole- [cr] 0, 
kularer Reichweite an das in einer Grenzflache verankerte [cr] 0, 
Ch, begniigen wir uns in Ermangelung eines besseren 
Wissens vorlaufig mit einem einfachen, recht allgemein [cr] 
gehaltenen Bild (Abb. 3). [cr] 0, 
Mit [Ch] bezeichnen wir den gesamten, Grenzflachen 
bildenden Chlorophyllkomplex!: Das Farbstoffmolekiil mit [ 0, 
seiner unmittelbaren Umgebung (der vermutlich EiweiB [cr] 
und vielleicht sogar die Carotinoide angehéren), soweit diese 
' ns . in : [cr], 
seine Wirkungsweise beeinfluBt. Kine nahere Abgrenzung 
der Bestandteile ist vorderhand nicht mdéglich. Die aus [cr 
den Experimenten eindeutig geforderte dissoziable Bindung [cn Jo, 
des Sauerstoffs an die [Ch]-Oberfliche laBt sich in ein- 
Abb. 3 


fachster Art folgendermaBen formulieren: 
[Ch] + O, = [Ch] O,.! (1) 

Nachdem die Anzahl der zur Verfiigung stehenden [Ch] in einem ge- 
gebenen Blatt konstant sein diirfte. hangt das Dunkelgleichgewicht (1) 
bei gegebener Temperatur wesentlich nur vom Sauerstoffdruck ab. 
Ist, wie wir aus unseren Versuchen schlieBen, die Konzentration 

an [Ch] O, maBgebend fiir die Fluoreszenztilgung, dann folgt, daB bei 
einer Temperatur von 20° und einer Konzentration von 0,5°, Sauer- 
stoff das Gleichgewicht (I) bereits ganz zugunsten der Bildung von [Ch] O, 
verschoben, die Oberflache mit Sauerstoff gesattigt ist : denn eine weitere 
Erhéhung des Sauerstoffdruckes andert nichts mehr an dem Grad der 
Fluoreszenzausléschung. Unterhalb der Konzentration von 0,5°;, bei 
etwa 0,01°% erscheint die Anfangsfluoreszenz wesentlich heller. Bei 
dieser geringen Konzentration ist im Dunkelgleichgewicht nur noch 





1 Diese Bezeichnung ist neu; in einer friiheren Arbeit (I. Mitteilung, 
diese Zeitschr. 274, 423, 1934) bezeichneten wir die Sauerstoffbindung 


mit AQ,. 
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ein Bruchteil der vorhandenen [Ch] mit Sauerstoff besetzt (Abb. 3 
Vollkommen in seine Bestandteile dissoziieren muB [Ch] O,, sobald 
die Sauerstoffkonzentration ideal 0 geworden ist. Wir sehen bereits 
bei Verwendung unseres reinen Stickstoffs, vom Belichtungsbeginn 
an die durch Sauerstoff nicht mehr sichtbar beeinfluBte, unter den Ver 
suchsbedingungen maximal erreichbare Fluoreszenz des [Ch |- Komplexes 

Es erhebt sich jetzt die Frage: Welcher Art ist die mit Fluoreszenz 
ausléschung verkniipfte Umwandlung der absorbierten Lichtenergie 
Zwei Anschauungen treten in Hinblick auf diese Frage in den Vor 
dergrund : 

1. Die Fluoreszenzausléschung entspricht einem Vorgang, bei 
welchem das Ch-Molekiil durch Sauerstoff dehydriert wird. 

2. Die Fluoreszenzausléschung besteht in einer Umformung der 
dissoziablen Bindung [Ch] O, in eine festere, energiereichere Bindung 
des Sauerstoffs, in welcher die absorbierte Lichtenergie als chemische 
Energie gespeichert wird. 

Die erste Auffassung vertritt J. Franck (5) im AnschluB an theoretische 
Vorstellungen #. Willstatters (6) uber die Kohlensaureassimilation. Franck 
befreite die Wallstdttersche Auffassung unter Zuhilfenahme weiterer, 
allerdings nicht experimentell gepriifter Annahmen von energetischen 
Unstimmigkeiten und sucht sie in Einklang mit unseren experimentellen 
Ergebnissen iiber die Fluoreszenzvorgange in lebenden Blittern zu 
bringen. Er kommt dabei zu der Uberzeugung, da seine Auffassung 
eine befriedigende Deutung unserer Versuche gibt, wahrend unsere 
Vorstellungen irrtiimlich seien. Die Francksche Auffassung ist aber 
unseres Erachtens mit den Versuchsergebnissen nicht in Einklang zu 
bringen. Um allzu lange Ausfiihrungen zu vermeiden, wollen wir dies 
hier vorliufig nur an drei Punkten erértern. 

1. Franck sieht in der Wirkung des Lichtes auf das Ch eine primire 
Dissoziation unter Fluoreszenztilgung in ein Radikal Monodehydrochloro 
phyll und ein Wasserstoffatom. In Gegenwart von Sauerstoff wird das 
Wasserstoffatom weggefangen und es entsteht dabei als Endprodukt Wasser 
stoffsuperoxyd. Das wiirde bedeuten, daB im Licht einerseits das Ch ent 
sprechend seiner vorhandenen Molekiilzahl in st6chiometrischen Verhaltnissen 
nachweisbar Sauerstoff verbrauchen miiBte und andererseits die Eigen 
schaften des Monodehydrochlorophyliradikals zunehmend in Form eine! 
Anderung der Fluoreszenz und der Farbe zu beobachten waren. Diese aus 
Francks Ansichten sich ergebenden Forderungen entsprechen nicht den 
Tatsachen, welche Ga/fron fiir das Verhalten belichteter Ch-Losungen gegen 
iiber Sauerstoff gefunden hat, fiir die Franck ein gleiches Verhalten annimmt 
H. Gaffron (7) hat den Einflu8 von Licht und Sauerstoff auf Ch und andere 
fluoreszierende Farbstoffe in sehr reinen Lésungen messend verfolgt und 
gefunden, da das Ch und ebenso die anderen Farbstoffe keine Autoxydation 
im Lichte zeigen. Eine geringe wird nur anfanglich gemessen, sie ist Spuren 
von Verunreinigungen zuzuschreiben. Auch bleiben Farbe und Fluoreszenz 
vor und nach den Versuchen unveriandert die gleichen. Danach diirfte man 
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mit Berechtigung die Farbstoffe in diesen Lésungen als reine Sensibilisatoren 
ansprechen. 

2. Den Fluoreszenzanstieg erklart Franck aus dem zunehmenden 
Wegfangen der priméir vom Ch photochemisch abdissoziierten Wasser- 
stoffatome durch Sauerstoff, wobei in zunehmendem Mabe das stark fluores- 
zierende Monodehydrochlorophyll entstehen soll. Franck hat von Wuill- 
stdtter (19) die Vorstellung der Kohlensaéurebindung durch das Ch _ iiber- 
nommen und auch die Auffassung, da die Kohlenséiure innerhalb des 
Chlorophyllmolekiils selbst stufenweise reduziert wird. Nachdem diese 
Reduktion der Kohlenséiure Anregungsenergie unter Tilgung der Ch- 
Fluoreszenz verbrauchen wiirde, sucht Franck die in einer Sekunde erreichte 
maximale Helligkeit der Blattfluoreszenz durch die Annahme zu erklaren, 
daB die gebundene Kohlensaure beim Ubergang des Ch in das Monodehydro- 
chlorophyll voriibergehend abgespalten wird, wodurch die Fluoreszenz des 
letzteren ungehindert emittiert werden kénnte. Der Fluoreszenzabfall 
kame dann erst durch die allmahliche Riickanlagerung der Kohlensaiure 
zustande, so, daS die energieverbrauchende Reduktion der Kohlensiure 
unter Fluoreszenztilgung allmahlich in Gang kommen wiirde. Die Ge- 
schwindigkeit des Einsetzens und des Verlaufs des Fluoreszenzabfalls miiBte 
demnach aber sehr stark von der umgebenden Kohlensaéurekonzentration 
abhangen. In der II]. Mitteilung (8) konnten wir zeigen, dai eine solche 
Abhangigkeit durchaus nicht besteht. Der Fluoreszenzabfall wie auch der 
vorangehende Anstieg sind vielmehr vollkommen unbeeinfluBbar durch 
Anderungen der Kohlenséiurekonzentration in verniinftigen Grenzen. Zu 
hohe Kohlensaéurekonzentrationen hemmen sogar den Fluoreszenzabfall. 

3. Franck machte in seiner Mitteilung in den Naturwissenschaften die 
Angabe, daB bei vollkommenem Sauerstoffmangel ein sehr rascher Fluores- 
zenzanstieg erfolgt. Auf unsere Entgegnung (9), daB wir selbst einen solchen 
im Versuch nie beobachtet haben, sondern im Gegenteil feststellten, daB in 
Abwesenheit von Sauerstoff jegliche Andeutung eines Anstiegs fehlt, er- 
klarte uns Franck, daB wir den von ihm geforderten Fluoreszenzanstieg 
seiner auBerordentlichen Geschwindigkeit wegen gar nicht beobachten 
kénnen. Bei Abwesenheit von Sauerstoff soll namlich folgender Vorgang 
stattfinden, dem der rasche Anstieg zuzuschreiben ware: 


H H-—Chlorophyll—Kohlensaure + h » 


—> Chlorophyll + Ameisensaiure + H,O. 


In seiner Entgegnung in den Naturwissenschaften (10) gibt Franck fiir den 
dieser Reaktion entsprechenden Fluoreszenzanstieg eine Dauer von etwa 
10-* bis 10-8 Sekunden an, gleich der Dauer eines Anstiegs der Phosphoreszenz 
von Lésungen fluoreszierender Farbstoffe (11). Die nach obiger Gleichung 
verlaufende Reaktion unter Sauerstoffausschlu8 ginge also mit der 100 bis 
1000fachen Geschwindigkeit gegeniiber der unter vergleichbaren Belichtungs- 
bedingungen in einer Sekunde erfolgenden Reaktion des Fluoreszenzanstiegs 
in Luft vor sich. Warum verlauft aber dann diese ungeheuer schnelle Re- 
aktion in Konkurrenz mit der langsamen nicht ausschlieBlich auch in Luft, 
und warum ist bei groBem Sauerstoffmangel, wie wir feststellten, die An- 
stiegszeit bis auf das Zehnfache verlangert, wenn die 1000mal raschere mit 
blitzartigem Fluoreszenzanstieg verbundene Reaktion gleichzeitig verlaufen 
kann ” 

Die Francksche Auffassung ist nicht dazu geeignet, einen gedank- 
lichen Zusammenhang in unsere experimentellen Tatsachen zu bringen. 
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Deshalb kehren wir wieder zu unserer bisherigen Vorstellung zuriicl 
welche der unmittelbaren Anschauung entsprungen ist. Wir erblicke 
die Ursache der Fluoreszenztilgung in einer Umwandlung der disso 
ziablen Sauerstoffbindung [Ch] O, in eine festere energiereiche [ChO,] 
unter dem EinfluB des Lichtes: 


[Ch] O, + hy [Ch Og] *. (IJ 


e ist der Energiebetrag, der von dem absorbierten Lichtquant in chemisch: 
Energie der Verbindung [Ch O,]* verwandelbar ist. 

Ko6nnen wir uns eine bestimmte Vorstellung iiber die Bindung 
des Sauerstoffs in [Ch O,]* bilden? Es liegt nahe, an die Umwandlung 
der dissoziablen Bindung in eine energiereiche, peroxydische Bindung 
zu denken. Welche Tatsachen erlauben uns das Vorhandensein eine: 
peroxydischen Sauerstoffbindung im belichteten Chloroplasten an 
zunehmen ? 

Kine durch fluoreszierende Farbstoffe photosensibilisierte Akti 
vierung von Sauerstoffmolekiilen! und Bildung von Peroxyden ist 
bekannt: sowohl der Vorgang einer direkten peroxydischen Bindung 

' H. Gaffron, Naturwiss. 28, 528, 1935, glaubt bewiesen zu haben, dali 
eine unmittelbare Aktivierung des Sauerstoffmolekiils durch belichtete, 
fluoreszierende Farbstoffe auszuschlieBen ist. Er halt daran fest, daB der 
organische Stoff, der zur Oxydation gelangt, immer auch der Energie 
akzeptor sein miiBte. Letzteres ist einmal bestimmt nicht richtig, denn die 
von ihm verwendeten Akzeptoren sind gerade im Gegensatz zu der Flu 
oreszenz ausléschenden Wirkung molekularen Sauerstoffs selbst in grober 
Konzentration nicht imstande, die Fluoreszenz, ja nicht einmal die Phospho 
reszenz des Ch herabzusetzen. Gaffron findet aber neuerdings Photoxydationen 
in Gegenwart des dem Ch verwandten Bakterienchlorophylls mit Licht, 
welches hauptsachlich Wellenlaingen iiber 760 my enthalt, die demnach zu 
Bildung des 1 ¥-O, nicht ausreichen. Wir miissen dem unsere Versuch 
iiber die Aktivierung des Sauerstoffs entgegenstellen und hinzufiigen, dali 
in dem breiten Absorptionsgebiet des Bakterienchlorophylls auch geringere 
Energiebetrage, die etwas unterhalb der Anregungsenergie des 1 ¥-Zustandes 
des Sauerstoffmolekiils liegen, mit Hilfe der dem System innewohnenden 
Warmeenergie den zur Bildung des aktiven Sauerstoffs nétigen Betray 
autbringen kénnten. Dieser Vorgang ist gerade in dem hier in Frage 
kommenden Gebiet sehr langwelliger Lichtwellen wahrscheinlich, weil in 
demselben die Anderungen der Quantenenergie mit zunehmender Wellen 
lange nur sehr klein sind. Fiir das Ch ist es jedenfalls bekannt, daB sein 
Fluoreszenzerregung nicht durchaus der Stockeschen Regel folgt: Die 
Chlorophyllfluoreszenz ist auch mit Licht erregbar, das langwelliger als das 
emittierte Fluoreszenzlicht ist. 

Was iibrigens die Art des Aktivierungszustandes des Sauerstoffmolekuls 
anbetrifft, so halten wir es, wie wir immer betonten, fiir sehr wahrscheinlich, 
daB der von uns nachgewiesene energiereiche metastabile Zustand derselbe 
wie der 1 ¥-Zustand ist; die Identitat beider ist jedoch experimentell direkt 
noch nicht bewiesen. 
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des Sauerstoffs an den Licht absorbierenden, fluoreszierenden Farbstoff 
wie auch der einer Bindung an Sauerstoffakzeptoren, welche selbst 
das eingestrahlte Licht nicht zu absorbieren vermégen, in Gegenwart 
von Farbstoffsensibilisatoren. Der erste Vorgang ist die durch Be- 
lichten hervorgerufene Umwandlung gelésten, fluoreszierenden Rubens 
in Rubenperoxyd (12), der zweite die Bildung von Aminperoxyden in 
belichteten Aminlésungen, die Ch oder andere fluoreszierende Farb- 
stoffe enthalten (13). Beide Typen, das Rubenperoxyd wie auch die 
Aminperoxyde, spalten ihren Peroxydsauerstoff leicht wieder quanti- 
tativ als normalen Sauerstoff ab: In einem Falle durch Erwarmen, 
im anderen durch das Zufiigen eines Katalysators; dabei muB die in 
der Peroxydbindung gespeicherte Energie wieder verfiigbar werden. 
Die Peroxyde selbst sind starke Oxydationsmittel. 

Nack der von T'appeiner und Jodlbauer (14) entdeckten oxydierenden 
Wirkung belichteter lufthaltiger Lésungen fluoreszierender Farbstoffe 
war W. Hausmann (15) der erste, der im Hinblick auf die groBe physio- 
logische Bedeutung des Ch, Photoxydationen mit Hilfe dieses Farb- 
stoffes an der lebendigen Substanz durchfiihrte. Spater gelang es 
K. Noack (16), stark oxydierende Wirkungen in den Assimilations- 
organen selbst nachzuweisen. Benzidin wird in belichteten Cbloro- 
plasten rasch sichtbar oxydiert. Es liegen also bereits Tatsachen vor, 
die eine Sauerstoffaktivierung unter Peroxydbildung im Chloroplasten 
beinahe selbstverstandlich erscheinen lassen. Wir fragten uns deshalb 
anfanglich immer wieder, wie schiitzt si-h der Chloroplast vor Photo- 
oxydation ? Denn die Bedingungen zu einer solchen, ein fluoreszierender 
Farbstoff, Licht, Sauerstoff und oxydable organische Stoffe, sind im 
Blatt immer gleichzeitiz vorhanden. Endlich drangten uns die weiteren 
Versuche die Vorstellung auf, daB das Assimilationsorgan sich nicht nur 
nicht vor Sauerstoff schiitzt, sondern im Gegenteil die Sauerstoffakti- 
vierung direkt energetisch fiir die Kohlenséureassimilation ausniitzt. 


III. 


Was bedeutet der im Belichtungsbeginn beobachtete Anstieg der 
Ch-Fluoreszenz lebender Blatter? Ohne eine speziellere Vorstellung 
einzufiihren, kénnen wir sagen: Im Fluoreszenzanstieg nehmen die 
Moglichkeiten zu der mit Fluoreszenzausléschung verbundenen Energie- 
umwandlung immer mehr ab, die Konzentration des Stoffes, welcher 
die Ausléschung bewirkt, verringert sich zusehends an der [Ch]-Ober- 
flache. (Dies gilt unter der Voraussetzung, daB nicht erst im Fluoreszenz- 
anstieg fluoreszierendes Ch entsteht. Diesen Einwand diirfen wir, 
aller experimentellen Einsicht nach, iibergehen.) 

Gehen wir davon aus, daB die Fluoreszenztilgung auf dem Ubergang 
einer dissoziablen Sauerstoffbindung in eine festere energiereichere 
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beruht, dann missen wir schlieBen, da in dem durch den Fluoreszenz- 
anstieg erreichten Fluoreszenzmaximum alles vorhandene [Ch] QO, in 
[Ch O,}° iibergegangen ist ; weiter ergibt sich die Folgerung, dab [Ch O,} 
nicht mehr wie das urspriingliche [Ch] O, befahigt ist, die absorbierte 
Lichtenergie in chemische Energie umzuwandeln. Aus der Erreichung 
des Fluoreszenzmaximums ersehen wir folgendes: [Ch] Og ist im Fluo- 
reszenzmaximum nicht mehr vorhanden, weil die Fluoreszenztilgung 
vollkommen aufgehoben ist. Der Sauerstoff mu aber zu diesem Zeit- 
punkt noch im [Ch]-Komplex gebunden sein, nicht in der urspriinglichen 
dissoziablen Bindung, denn diese léscht ja die Fluoreszenz, sondern 
in einer wesentlich festeren. Jede Art der Abspaltung des Sauerstoffs 
von dem [Ch] wiirde in Gegenwart des Luftsauerstoffs sofortige Neu- 
bildung von [Ch] O, und damit eine zanehmende Tilgung der Fluoreszenz 
veranlassen. Der Sauerstoff bleibt also nach der Aufnahme der Licht- 
energie durch [Ch] QO, sicher an Ort und Stelle. Seine Bindungsart 
hat sich aber geaéndert, sie ist von einer dissoziablen lockeren Bindung 
in eine energiereiche peroxydische ibergegangen. Nach der schon frither 
erwahnten leichten Bildung energiereicher Peroxyde mit Hilfe des Ch 
und nach der stark oxydierenden Wirkung belichteter Chloroplasten 
erscheint es wohl gerechtfertigt, die Bindung des Sauerstoffs an den 
[Ch]-Komplex nach der Lichtabsorption als eine Art peroxydischer 
Bindung anzusehen. Das Peroxyd [Ch O,|’ kann natiirlich an dem 
Gleichgewicht der dissoziablen Sauerstoffverbindung nicht mehr beteiligt 
sein. Das Dissoziationsdunkelgleichgewicht Gleichung (I) mu deshalb 
im Lichte durch den Ubergang von [Ch] O, in [Ch O,|* gestért werden. 
Dieser Vorgang wird sich vor allem in einem Gebiet niederer Sauerstoff- 
konzentrationen auswirken, bei welechem im Gleichgewicht neben 
[Ch] O, noch durch Sauerstoff unbesetztes [Ch] vorhanden ist. 

Diese Uberlegungen kénnen ihre Brauchbarkeit beweisen, wenn 
es mit Hilfe der beiden Gleichungen (I) und (II) gelingt, eine Erklarung 
fiir die nicht einfach verstandliche Tatsache zu finden, daB durch starke 
Herabsetzung der ein Blatt umgebenden Sauerstoffkonzentration 
die Fluoreszenzanstiege bedeutend verlangert und verflacht werden 
(Abb. 1). 

Fallt Licht auf eine bei niederem Sauerstoffdruck nur teilweise 
mit Sauerstoff besetzte [Ch]-Oberflache (Abb. 3), so kann in Beziehung 
auf die Fluoreszenz zweierlei geschehen: Entweder wird ein Lichtquant 
von einem nicht mit Sauerstoff bedeckten [Ch] absorbiert, dann ist 
ihm die Méglichkeit zu fluoreszieren gegeben, oder es absorbiert ein 
mit Sauerstoff behaftetes [Ch] O,, dann kann es seine Anregungsenergie 
in chemische Energie der Peroxydverbindung [Ch O,|' umwandeln. 
So ist es begreiflich, daB eine bei geringen Sauerstoffdrucken nur teil- 
weise mit Sauerstoff bedeckte [Ch]-Oberflache gleich im Anfang der 
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Belichtung heller fluoresziert, als eine bei hGheren Drucken mit Sauer- 


stoff gesattigte. 
Formulieren wir das Dunkelgleichgewicht (Gleichung I) nach dem 
Massenwirkungsgesetz 


K (La) 


und vergegenwartigen wir uns gleichzeitig die Lichtreaktion (Glei- 
chung II), so ist leicht einzusehen, dab die verlangerten, flachen Fluo- 
reszenzanstiege bei sehr geringen Sauerstoffdrucken (Abb. 1) eine Folge 
der weitgehenden Dissoziation der Verbindung [Ch] O, sind. Die Licht- 
absorption bewirkt eine Umwandlung des [Ch] O, in [Ch O,]° ; dadurch 
wird [Ch] O, dem Gleichgewicht (Ia) entzogen, die Konzentration C4) 9, 
nithin verringert. Die Oberflache verarmt an tilgendem [Ch] O,, die 
Fluoreszenzhelligkeit steigt an. Das gestérte Gleichgewicht wird sich 
durch Verminderung des Produktes Cye,).Co, wieder herzustellen 
trachten, indem Sauerstoff an [Ch] gebunden wird. So entsteht neues 
[Ch] O,, welches die Fluoreszenz ausléscht. Gleichlaufend mit dem 
photochemischen Umsatz des Fluoreszenzanstiegs findet also zu einem 
bestimmten Prozentsatz desselben ein fluoreszenztilgender Vorgang 
statt. Ist die Geschwindigkeit der fluoreszenztilgenden Bindung von 
Sauerstoff an [Ch] groB gegeniiber der Geschwindigkeit der den Fluo- 
reszenzanstieg verursachenden Peroxydbildung, so kann die maximale 
Helligkeit durch den Fluoreszenzanstieg erst dann erreicht werden, 
wenn alle vorhandenen [Ch] iiber [Ch O,] in [Ch O,|' verwandelt sind. 

Aus dem Dissoziationsgleichgewicht der Verbindung [Ch]O, und 
threr photochemischen Umwandlung in [ChO,]* erklirt sich die Tat- 
sache, dap der Fluoreszenzanstieg einer im Gleichgewicht nur teilweise 
mit Sauerstoff besetzten [Ch ]-Oberflache wesentlich linger dauert, als der 
einer vom Belichtungsbeginn an bereits mit Sauerstoff gesdttigten [Ch]- 
Ober fliche. 

Kinen weiteren recht exakten Nachweis des Dunkeldissoziations- 
gleichgewichts (Gleichung 1) finden wir in der Temperaturabhangigkeit 
der Fluoreszenzanstiege bei konstanten niederen Sauerstoffdrucken. 
Durch Temperaturerhéhung wird die Dissoziation des [Ch] O, in [Ch] 
und O, begiinstigt werden. Bei konstant bleibendem Sauerstoffdruck 
mu die bei héherer Temperatur geringere Bedeckung der Oberflache 
mit Sauerstoff in einer Verlingerung des Fluoreszenzanstiegs eines 
warmen Blattes gegeniiber dem eines kalten Blattes zum Ausdruck 
kommen. Diese Uberlegung wird durch die Versuche ausgezeichnet 
bestatigt. Tabelle III. 

Auf Grund der dissoziablen Bindung molekularen Sauerstoffs 
an den [Ch]-Komplex und der durch Lichtabsorption bewirkten Um- 
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Tabelle HI. Der Einflu8B der Temperatur auf die Dauer des Fluo 
reszenzanstiegs eines Parietariablattes bei 0,01°% O, und bei 
0,5% Oy. 





0,01 9/9 Os 0,5 9 Oo 


Qe 7.5 Sek. Sek. 
20 10 " | s 
30 12 


wandlung der dissoziablen Verbindung [Ch] O, in eine peroxydartige 
Verbindung [Ch O,|' lernen wir Intensitat und Dauer des Anstiegs 
der Ch-Fluoreszenz eines Blattes und die Beeinflussung dieser beiden 
GréBen durch Anderung der Sauerstoffkonzentration und der Temperatur 
so verstehen, daB ein klarer Zusammenhang in die anfangs uniibersicht- 
lichen Einzelbeobachtungen der Blattfluoreszenz bei verschiedenen 
Versuchsbedingungen kommt !. 


IV. 


Wir erwahnten frither (S.417) kurz eine von der bisherigen ab- 
weichende Deutung des Einflusses abnehmenden Sauerstoffdruckes 
auf den Fluoreszenzanstieg. Andauernder Sauerstoffmangel kénnte 
indirekt iiber eine Veranderung des oxydativen Zellstoffwechsels 
Hemmungen infolge abnormaler Stoffwechselprodukte hervorrufen, die 


in einer Verflachung und Verlangerung des Fluoreszenzanstiegs sichtbar 
wirden. Von diesem Gesichtspunkt aus brauchte fiir die normalen 
Fluoreszenzerscheinungen des Blattes der Sauerstoff tiberhaupt nicht 
verantwortlich sein, wohl aber der Mangel an Sauerstoff fiir ein durch 
Herabsetzung des Sauerstoffdruckes veraindertes Verhalten. Unsere 
Ergebnisse sprechen gegen diese Deutung (1): 

1. Kin Blatt zeigt beim Belichten keinen Fluoreszenzanstieg, 
wenfi es vorher im Dunkeln | bis 2 Stunden mit vollkommen sauerstoff- 
freiem Stickstoff (17) bespiilt wurde. Das Blatt enthalt trotz dieser 
Vorbehandlung noch geringe, durch eine sehr empfindliche Lumineszenz- 
methode (18) nachweisbare Mengen Sauerstoff gebunden. Wird ein 
so vorbehandeltes Blatt nach einer Belichtungszeit von selbst weniger 
als 1 Minute wieder verdunkelt und kurz darauf erneut dem Lichte 
ausgesetzt, so wird ein Fluoreszenzanstieg deutlich sichtbar, um so deut- 
licher, je langer und je 6fter vorbelichtet wird. 

Von einem in derselben Weise von Sauerstoff weitgehend befreiten 
ganzen Blatt wird nur die eine Halfte einige Zeit belichtet, die andere 


‘ In einer friitheren Ver6ffentlichung, diese Zeitschr. 274, 423, 1934, 
deuteten wir die Fluoreszenzinderungen der Blatter durch die aus Diffusions- 
schwierigkeiten sich ergebenden Konzentrationsinderungen des gelésten 
Sauerstoffs im Chloroplasten. Diese Auffassung geniigt nicht mehr zur 
Erklarung der in dieser Arbeit mitgeteilten Tatsachen. 
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aber bedeckt gehalten. Es wird, ohne die Belichtung zu unterbrechen, 
die bisher dunkelgehaltene Flache plétzlich ebenfalls dem Lichte aus- 
gesetzt. Infolge der Vorbelichtung der angrenzenden Halfte wird in 
der bedeckt gewesenen im Lichte ein starker Fluoreszenzanstieg sichtbar. 

Die Deutung der beiden Versuche ist naheliegend: Der durch Vor- 
belichtung frei werdende Assimilationssauerstoff wird gierig von der 
an Sauerstoff ungesattigten [Ch]-Grenzflache als [Ch] O, gebunden 
und verursacht bei erneuter Belichtung den beobachteten Fluoreszenz- 
anstieg. 

2. Es ist nicht anzunehmen, dai bei einem Sauerstoffgehalt des 
Versuchsgases von 0,5°, die Atmung behindert und der normale Stoff- 
wechsel gestért wiirde. Trotzdem sehen wir bei dieser Konzentration 
eine Beeinflussung des Fluoreszenzanstiegs, und zwar eine Verlangerung 
desselben, wenn die ‘Temperatur von 20° auf 30° erhéht wird. Aus der 
dissoziablen Bindung des Sauerstoffs ist auch dieses Verhalten ohne 
weiteres erklarlich. 

3. Unter der Annahme, daB durch Sauerstoffmangel entstehende 
abnormale Stoffwechselprodukte die normale Ubertragung der An- 
regungsenergie des Ch auf bestimmte, fluoreszenzléschende Stoffe 
narkotisch hemmen kénnten, untersuchten wir den EinfluB bekannter 
Narkotica, wie Phenylurethan, auf den Fluoreszenzanstieg (s. Versuche 
S.420). Eine Verlangerung desselben, wie sie durch Sauerstoffmangel 
hervorgerufen wird, konnte in keinem Falle beobachtet werden. 

Die drei verschiedenen hier ausgewahlten Versuchsreihen sind 
unseres Erachtens bereits ausreichend, den oben gemachten Einwand 
gegen unsere Auffassung von der Wirkung des Sauerstoffmangels auf 
den Fluoreszenzanstieg zu entkraften. Unser gesamtes umfangreiches 
und vielgestaltiges Versuchsmaterial, welches erst nach und nach zur 
Veréffentlichung gelangen wird, laBt bisher eindeutig nur die von uns 
gegebene Deutung zu. 

V. 

Es sind immer wieder Versuche angestellt worden, die eine Ent- 
scheidung dariiber herbeifiihren sollten, ob fiir das Ingangsetzen des 
Assimilationsmechanismus die Gegenwart von Sauerstoff unerlaBlich 
ist oder nicht. Unter diesen Versuchen sind etliche, deren Ergebnisse 
durchaus dafiir zu sprechen scheinen, daB auch bei vollkommener Ab- 
wesenheit von Sauerstoff die Pflanzen Assimilationssauerstoff aus- 
scheiden, sobald Licht auf sie fallt. Bekannt ist der vielfach im Prak- 
tikum ausgefiihrte Versuch mit Helodea, von der ein kurzes Stiick in 
eine Flasche eingeschlossen wird, deren Inhalt aus einer stark blau ge- 
farbten Lésung von Indigosulfosiure, der Pepton beigemengt ist, 
besteht. Die Flasche wird dunkel gestellt. Faulnis des Peptons verzehrt 
den Sauerstoff und entfarbt reduzierend die Indigolésung. Die Pflanze 
bleibt trotz dieser Entfernung des Sauerstoffs assimilationstiichtig. 
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Sobald sie belichtet wird, entwickelt sie Sauerstoff, was daraus ge- 
schlossen wird, das im Lichte die L6sung allmahlich wieder Blaufarbung 
annimmt. In ahnlicher Weise wurde auch das Leuchten von Bakterien 
fiir den Nachweis der assimilatorischen Tatigkeit vorher entsauerstoffte1 
Pflanzen benutzt. Wir kénnen hier nicht alle Versuche anfiihren, die 
wechselnd ein Fiir und Wider beziiglich der Sauerstoffbeteiligung an 
der Kohlensaéureassimilation ergaben.  R. Wil/stdtter (19) versuchte 
schon diese Widerspriiche durch die Annahme einer dissoziierenden 
Sauerstoffverbindung, allerdings in grundsatzlich anderem Sinne als 
wir, zu beseitigen. 

Neuerdings teilt aber H. Gaffron (20) Versuche mit, die er beweisend 
dafiir halt, dab Sauerstoff weder frei noch gebunden fiir den Beginn 
der Kohlenséurereduktion in griinen Pflanzen erforderlich ist. 

In allen derartigen Versuchen wird immer nur das Einsetzen des 
Assimilationsvorganges festgestellt, niemals aber die véllige Abwesenheit 
von Sauerstoff im Chloroplasten vor der Belichtung. Auf diese wird 
nur aus der Art der von Sauerstoff befreienden Vorbehandlung der 
Pflanzen geschlossen. Wir haben Versuche angestellt, die zeigen, dal 
auch im Falle der Gaffronschen Versuche auBerste Vorsicht beziiglich 
der sich aus ihnen ergebenden Schliisse am Platze ist: Leiten wir iiber 
eine gréBere Anzahl Blatter der Parietaria ramiflora 48 Stunden lang im 
Dunkeln einen Stickstoffstrom, dessen Sauerstoffpartialdruck mit Sicher- 
heit unter |. 10°-4mm Hg betragt, so geniigt bereits ein Erwarmen des 
Blattes unter vollkommenem, fortgesetztem LichtausschluB auf 45°, 
um festzustellen, daB durch diese Temperaturerh6hung von den Blattern 
Sauerstoff in Freiheit gesetzt wird. Die Bindung des Sauerstoffs selbst 
bei niedersten Sauerstoffdrucken ist doch so fest, daB ein Blatt bei 
gewohnlicher Temperatur in sauerstofffreier Gasatmosphare nicht ohne 
weiteres quantitativ von Sauerstoff befreit werden kann. Die geringen 
im Chloroplasten verbleibenden Sauerstoffmengen kénnen ohne weiteres 
dazu ausreichen, im Lichte den Beginn der Assimilation einzuleiten. 

Im Zusammenhang mit der Frage der notwendigen Beteiligung 
des Sauerstoffs an der Kohlenséureassimilation erhebt sich die fiir 
uns bedeutungsvollste Frage: Sehen wir in den von uns an Pflanzen 
beobachteten zeitlich aufeinanderfolgenden Anderungen der Fluoreszenz- 
helligkeit unmittelbar Teilvorginge der Kohlenséureassimilation, die 
einander folgen / 

VI. 

Wir gehen von der den Warburgschen Arbeiten entnommenen 
Tatsache aus, daB die vom Ch absorbierten Lichtquanten mit sehr hoher 
Ausbeute fiir den Assimilationsvorgang verbraucht werden. Unsere 
Folgerung, daB die hohe Quantenausbeute in einer Fluoreszenztilgung 
des Ch wahrend der Assimilation zum Ausdruck kommen muB, bestatigte 
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sich insofern, als thé Fluoreszenzhelligkeit wahrend der vollen Assimi- 


lation nur gering ist, dagegen bei einer Hemmung ihrer Geschwindigkeit 
erheblich ansteigt (8). Weiter gelangten wir, wie in dieser Arbeit er- 
ortert wurde, zu der Erkenntnis, daB an der [Ch]-Oberflache in einer 
noch unbekannten Weise Sauerstoff dissoziabel gebunden wird und 
diese Sauerstoffbindung in unmittelbar urséchlichem Zusammenhang 
mit der Ausléschung der Ch-Fluoreszenz im Blatte steht. Dagegen 
wurde der Einwand (20) erhoben, die sichtbar als Fluoreszenz emit- 
tierten Quanten seien nur ein kleiner Bruchteil der vom Ch iiberhaupt 
absorbierten. Es wurde der Meinung Ausdruck gegeben, daB der auch 
im sauerstofffreien Chloroplasten nicht in Fluoreszenz umgewandelte 
Hauptanteil der absorbierten Quanten allein fiir die Reduktion der 
Kohlensaure Verwendung finden kénnte, wahrend der geringe Anteil, 
welcher die Fluoreszenz verursacht, in Gegenwart von Sauerstoff eine 
fluoreszenztilgende Nebenreaktion veranlassen wiirde, die bedeutungslos 
fiir die Kohlensaureassimilation ware. 

Der Anregungszustand der Ch-Molekiile ist, gleichgiiltig ob das 
Molekiil nachher zur Fluoreszenz gelangt oder nicht, sicher der gleiche. 
Nur die weitere Umformung der Anregungsenergie kann sich in ver- 
schiedener, durch die Umgebungsbedingungen bestimmter Art aus- 
wirken. Im folgenden interessiert uns bloB die Umformung der primar 
absorbierten Lichtenergie in chemische Energie und in Energie der 
Fluoreszenzemission. Wir unterscheiden im Hinblick auf diese beiden, 
Quanten verbrauchenden Vorgaénge eine Quantenausbeute fiir den 
photochemischen Vorgang und eine Quantenausbeute fiir die Fluoreszenz. 
Die photochemische Quantenausbeute ist bei manchen, durch fluores- 
zierende Farbstoffe sensibilisierten photochemischen Reaktionen sehr 
groB, haufig 1 (7). Es fiel uns auf, daB dies gerade bei Verwendung 
von Sensibilisierungsfarbstoffen beobachtet wird, deren Fluoreszenz- 
ausbeute auch in ganz reinen Lésungsmitteln oft verhiltnismabig gering 
ist (Chlorophyll, Erythrosin, Rose bengale usw.) (11). Dagegen findet 
man eine geringe photochemische Quantenausbeute in photoxydablen 
Systemen, in welchen die Quantenausbeute fiir die Fluoreszenz des 
Sensibilisatorfarbstoffes in der GréBenordnung von | liegt, die also 
sehr hell fluoreszieren. Die Ursache dieses Verhaltens der stark fluo- 
reszierenden Farbstoffe liegt darin, daB das aufgenommene Lichtquant 
in einem angeregten Molekiil nur auBerordentlich kurze Zeit (angegeben 
werden meist 10-8 Sekunden) verbleibt, bevor es wieder als Fluoreszenz 
emittiert wird. Die Quantenausbeute fiir die photochemische Reaktion 
hangt in diesem Falle davon ab, ob wahrend der kurzen Lebensdauer 
des héherquantigen Zustandes wirksame ZusammenstéBe mit dem 
Energieakzeptor stattfinden. Das ist weitgehend eine Frage der Kon- 
zentration dieses Akzeptors. Bei gewissen Photoxydationen tritt die 
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Haufigkeit der wirksamen Zusammenst6Be durch eine von der Sauer 
stoffkonzentration abhangige Tilgung der Farbstofffluoreszenz sichtbar 
in Erscheinung. Die hohe Quantenausbeute fiir die Photoxydationen 
mit schwacher fluoreszierenden Farbstoffen ist aber, wie wir den Ver- 
suchen H.Gaffrons entnehmen, weitgehend von der Konzentration des 
Sauerstoffs unabhangig. Daraus schlieBen wir, daB die absorbierten 
Lichtquanten langere Zeit in dem belichteten System verweilen und 
daher die Wahrscheinlichkeit wirksamer ZusammenstéBe angeregter 
Farbstoffmolekiile mit Sauerstoffmolekiilen auBerordentlich gesteigert 
wird. 

Wir haben Versuche durchgefiihrt (welche demnachst an anderem 
Orte ausfiihrlich veréffentlicht werden), aus denen die hier geschilderten 
Verhaltnisse klar hervorgehen. Ein Uberblick iiber dieselben sei hier 
kurz mitgeteilt : 

Ein Molekiil des ungesattigten roten, gelb fluoreszierenden Kohlen- 
wasserstoffs Ruben (12)! addiert unter dem Einflu8 des Lichtes 1 Mol 
Sauerstoff in lockerer Peroxydbindung. H.Gaffron fand die Quanten- 
ausbeute fiir diesen Vorgang in konzentrierten Losungen gleich 1 und 
unabhangig von der Sauerstoffkonzentration. In verdiinnten Ruben- 
lésungen ist sie dagegen stark von der Sauerstoffkonzentration ab- 
hangig. 

Unsere eingehende Fluoreszenzanalyse erklirt dieses Verhalten: 
Verdiinnte sauerstofffreie benzolische Rubenlésungen (Konz.: 2 Millimol 
im Liter) fluoreszieren auBerordentlich hell. Die Quantenausbeute 
fiir die Fluoreszenz kann nicht weit von 1 entfernt sein, da die Fluoreszenz 
in Abwesenheit von Sauerstoff ahnlich hell wie die von Uraninlésungen 
erscheint. Die Fluoreszenz dieser verdiinnten Lésungen ist sauerstoff- 
empfindlich; Sauerstoff léscht sie entsprechend seiner Konzentration. 
Die Quantenausbeute fiir die photochemische Sauerstoffanlagerung in 
verdiinnten Lésungen mu8 deshalb vom Sauerstoffdruck abhangig sein. 
Diese Folgerung entspricht durchaus den Ergebnissen Gaffrons. Beob- 
achtet man verdiinnte Rubenlésungen im Phosphoroskop, so ist ein 
Nachleuchten in der meBbaren Zeit von 10-* Sekunden und dariiber 
nicht zu beobachten. Ausleuchtende Anregungszustande einer derart 
groBen Lebensdauer sind in den verdiinnten Lésungen somit nicht 
feststellbar. 

Konzentriert man Rubenlésungen, so nimmt die Fluoreszenz mit 
zunehmender Konzentration (auch unter vollkommenem Sauerstoff- 
ausschluB) immer mehr ab. Dieser Vorgang wird als Selbstausléschung 
fluoreszierender Farbstoffe bezeichnet. Dem Ansehen nach ist Ruben 


' Wir verdanken der besonderen Liebenswiirdigkeit des Herrn Professor 
Dufraisse unser reines, fiir die Versuche verwendetes Ruben. 
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in konzentrierten Lésungen (Konz.: 50 Millimol im Liter) ein sehr 
| schwach fluoreszierender Farbstoff. In solchen Lésungen ist die Quanten- 
i ausbeute fiir die photochemische Reaktion gleich 1 und erweist sich 
unabhangig vom Sauerstoffdruck (Gaffron). Es sind also gerade die 


: angeregten Molekiile, welche nicht Fluoreszenzlicht emittieren wiirden, 
) Ursache der hohen Quantenausbeute. Begreiflich wird dieses Verhalten 
durch den Nachweis einer verléingerten Lebensdauer der Anregungs- 
r zustande in konzentrierten Rubenlésungen. Wir stellen im Phosphoro- 
| skop unter LuftausschluB ein Nachleuchten dieser Lésungen fest, welches 

iiber 1 . 1O-* Sekunden dauert. Nachdem diese Phosphoreszenz gleiche 
Farbe wie die Fluoreszenz des Rubens besitzt, diirften die beiden Arten 
der der Emission zugrunde liegenden Anregungszustande die gleichen 


sein. Wir erklaren das Verhalten in konzentrierten Lésungen dadurch, 
daB in unmittelbarer Nahewirkung das absorbierte Quant von einem 
Molekiil zum anderen schwingt und so ungeteilt in der Lésung verweilt, 


l bis sich Gelegenheit zu einer Wechselwirkung mit einem Sauerstoff- 
molekiil findet. Die unter SauerstoffausschluB beobachtete Phospho- 
| reszenz ist von geringer Intensitaét. Das bedeutet, daB die zuriickgehaltene 


Anregungsenergie auch in Abwesenheit eines Energieakzeptors nur zu 
geringem Teil wieder emittiert werden kann. Das ist auch von vorn- 
herein nicht anders zu erwarten, denn je langer ein solches Energie- 
quant in der Lésung verweilt, um so gr6Ber wird die Wahrscheinlichkeit, 


| daB der an sich nur seltene Vorgang einer Zerstreuung des Energie- 
' quants in ungeordnete Warmebewegung vor der Emission zustande 
kommen wird t. 


Viele fluoreszierende Farbstoffe vermégen wie das Ruben in ge- 
eigneten Lésungsmitteln nachzuleuchten (11); auch das Chlorophyll. 
Dieses Nachleuchten ist aber nicht immer, wie bei dem Ruben, nur in 
konzentrierten Lésungen zu beobachten. Gerade im Gegensatz zum 
Ruben phosphoreszieren die meisten fluoreszierenden Farbstoffe nur 
in verdiinnten Lésungen. Das Ruben ist, in Benzol gelést, unabhangig 
von der Konzentration im einfach molekularen Zustand. Die meisten 
Farbstoffmolekiile neigen dagegen bereits in verdiinnten Lésungen 
zur Assoziation. In dieser Assoziation liegt unseres Erachtens die Ur- 
sache fiir die beobachtete Verlangerung der Lebensdauer der Anregungs- 
zustande in verdiinnten Farbstofflésungen. Das von einem Farbstoff- 
molekiil absorbierte Lichtquant schwingt in dem zusammengelagerten 
Molekiilkomplex in Resonanz von einem Molekiil zum anderen und bleibt 
dadurch langere Zeit unveréndert in der Lésung erhalten. Es wird 
sehr von dem Assoziationsgrad abhangen, ob die Anregungsenergie 


' Unsere Versuchsergebnisse widersprechen, wie ersichtlich, der Franck- 
schen Deutung der Phosphoreszenz und der Photoxydation durch primare 


Dissoziation der Farbstoffmolekiile (Naturwiss. 28, 229, 1935). 
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iiberhaupt noch Gelegenheit findet als Lichtquant wieder emittier: 
zu werden. Kolloide Farbstoffe vermégen im allgemeinen weder z 
fluoreszieren noch zu phosphoreszieren? (21). 

Von diesem Gesichtspunkt aus sehen wir Zusammenhange weit 
tragender Art, deren Aufklarung unser nachstes Ziel ist. Abgesehen 
von der eigenen Konstitution bestimmen Lésungsmittel, Konzentration 
und Temperatur besonders den Assoziationsgrad der gelésten Farbstoff. 
molekiile und damit auch weitgehend das Fluoreszenz- und Phospho- 
reszenzverhalten derselben. Die Assoziation wird Ursache der Ver 
langerung der Lebensdauer absorbierter Lichtquanten in Lésung und 
dadurch der Quantenausbeute fiir photochemische Reaktionen. Sie 
bestimmt den Lésungszustand und die Adsorbierbarkeit und bedingt 
dadurch die Art und Dauer der Phosphoreszenz der Adsorbate und de1 
fliissigen und festen Lésungen. Eigenartige Ausblicke eréffnen sich 
hier beziiglich der Frage der Sammlung und Summierung der bei chemi- 
schen Reaktionen frei werdenden Energiequanten und ihrer Verwertung 
in gekoppelten Reaktionen, bei denen die Energieumwandlungen an 
bestimmte Tragerkatalysatoren gebunden sind. Diese Frage diirfte 
in absehbarer Zeit eine Kernfrage der Kohlenséureassimilation werden. 

Die Untersuchungen am Ruben und den Farbstoffen belehren uns 
dariiber, daf die kurzlebigen, fiir die Fluoreszenz hauptsachlich ver 
antwortlichen Anregungszustande mit viel geringerer Aussicht fiir eine 
sensibilisierte photochemische Reaktion ausgenutzt werden kénnen als die 
ihrem Wesen nach gleichartigen, unsichtbar bleibenden Quantenzustande, 
welche als solche linger in der Lésung verweilen. Wenn also in einem 
Falle sogar die sichtbare Fluoreszenz durch Wechselwirkung mit einem 
gleichzeitig anwesenden Stoff ausgeléscht wird, dann verlauft der gleiche 
Vorgang selbstverstandlich mit auBerordentlich viel gréBerer Wahr- 
scheinlichkeit mit Hilfe derjenigen Anregungszustainde, deren Lebens- 
dauer durch Resonanziibertragung zwischen stoBenden oder bereits 
assoziierten Farbstoffmolekiilen verlangert ist. Die Ausléschung det 
Fluoreszenz ist demnach nur ein sichtbarer Indikator fiir einen Vorgang, 
der in gleicher Art in weit gréBerem MaBstab unsichtbar verlauft und 
mit Hilfe der photochemischen Quantenausbeute gemessen werden kann. 

Ubertragen wir diese Ergebnisse auf die Verhaltnisse im jebenden 
Blatt. so gelangen wir zu der Vorstellung, daB die photochemische Um- 
wandlung des [Ch] O, in [ChO],° prinzipiell der Vorgang ist, welcher 
die vom [Ch] absorbierten Lichtquanten verbraucht. Nachdem die im 
Chloroplasten vom Ch absorbierten Quanten in hoher Ausbeute fiir die 


! Die neuen Ergebnisse fiihren zu einer deutlichen Vorstellung iiber die 
Art der ,,metastabilen‘* Anregungszustande in Lo6sungen, mit denen wir uns 
in einer Arbeit Ber. 68, 152, 1935 beschaftigt haben. 
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Kohlensaureassimilation verbraucht werden, mu die Umwandlung 
der vom [Ch] O, absorbierten Lichtenergie in chemische Energie der per- 
oxydischen Bindung [ChO,}* der erste Teilvorgang der Kohlensiure- 
assimilation sein, bet welchem die vom Ch absorbierte Lichtenergie in 
chemische Energie umgewandelt wird. Nichts berechtigt zu der an sich 
recht unwahrscheinlichen Annahme, dais der Anteil der angeregten 
Ch-Molekiile, welcher gerade keine Fluoreszenz verursacht, sich grund- 
sitzlich anders verhalten wiirde als der Anteil, weleher zur gleichen 
Zeit fluoresziert. 

Im Zusammenhang mit diesen Uberlegungen ist noch besonders 
darauf hinzuweisen, dab es vom Standpunkt der Quantenausnutzung 
zur Kohlensaureassimilation geradezu sinnlos erscheinen miibte, daB 
an der [Ch]-Oberflache eigens Sauerstoff gebunden wird, welcher 
sichtbar Anregungsenergie verbraucht, wenn nicht dieser Vorgang eine 
normale Teilreaktion im Ablauf des Assimilationsmechanismus ware. 

Die Messungen 0. Warburqs (4) bedeuten einen grundlegenden Fort- 
schritt in der Aufklarung der Reaktionskinetik und Energetik der 
Kohlensaéureassimilation. Er hat unter anderem, fuBend auf Blackmans 
Messungen, eindeutig klargelegt, dali die Geschwindigkeit der Kohlen- 
séureassimilation zumindest durch zwei verschiedenartige Vorgange 
bestimmt wird: Einer reinen Lichtreaktion und einer Dunkelreaktion 
(Blackmansche Reaktion). Die Geschwindigkeit der Lichtreaktion ist 
abhangig von der Lichtintensitét, unabhaéngig von der lemperatur 
und geringen Blauséuremengen. Die starke Hemmbarkeit durch Nar- 
kotica, wie Phenylurethan, kennzeichnet sie als Grenzflachenvorgang. 
Die Geschwindigkeit der Blackmanschen Reaktion ist unabhangig 
von der Lichtintensitét, abhangig von der Temperatur und hemmbar 
durch geringe Mengen Blauséure und Phenylurethan. 

Wir erkennen in der Fluoreszenzkurve der Blatter ebenfalls zwei 
verschiedene Vorgange, einen, der als Fluoreszenzanstieg, und einen 
anderen, vermutlich komplexer Natur, der durch einen Fluoreszenz- 
abfall in Erscheinung tritt. Die Geschwindigkeit des ersteren ist von der 
Lichtintensitat abhangig und unter normalen Bedingungen unabhangig 
von der 'Temperatur. Blausaéure ist ohne Einflu8 auf den Fluoreszenz- 
anstieg. Der ihm zugrunde liegende Vorgang ist eine Reaktion, welche 
an einer Grenzfliche verlauft: Schon durch geringe Mengen eines 
oberflachenaktiven Stoffes, wie Phenylurethan, wird sie vollkommen 
gehemmt, sichtbar durch die Aufhebung des Fluoreszenzanstiegs. Die 
Geschwindigkeit des auf den Fluoreszenzanstieg zeitlich folgenden 
Abfalles der Fluoreszenz ist stark temperaturabhangig. Geringe Mengen 
Blauséure und ebenso auch Phenylurethan, vermégen die Geschwindig- 
keit der den Fluoreszenzabfall bedingenden Vorgange vollkommen 
zu hemmen. 
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Ist es ein bloBber Zufall, daB wir, von einer ganz anderen Seit: 
kommend, mit vollkommen anderen Methoden, namlich durch die Analys: 
der Blattfluoreszenz, tiberraschend zu gleichen Ergebnissen gelangen 
wie sie Warburg beziiglich der geschwindigkeitsbestimmenden Vor 
gange der Kohlensaéureassimilation gefunden hat, oder ist es nicht viel 
mehr gerade ein Hinweis darauf, daB die von uns aufgedeckten Energie 
umformungen mit Hilfe des Sauerstoffs, welche ihren Ausdruck in den 
Fluoreszenzanderungen der Blatter finden, Teilvorginge der Kohlen 
séureassimilation sind? Wir sind der Uberzeugung, durch unsere Ver 
suche den ersten Teilvorgang der Kohlensaureassimilation, bei dem die 
vom Ch absorbierte Lichtenergie in chemische Energie umgewandelt 
und dadurch erst gesammelt verwertbar wird, seinem Wesen nach er- 
kannt zu haben. 

Wir danken allen denen, die unsere Arbeiten in weitherziger Weise 
unterstiitzt haben: der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, der 
Gesellschaft der Freunde der Universitat Heidelberg und der I. G. Farben 
industrie Leverkusen, Ludwigshafen und Oppau. 
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Uber die Allgemeingiiltigkeit des Loebschen lonenquotienten’. 
Von 
D. L. Rubinstein, H. Burlakowa und W. Lwowa. 
(Aus der Abteilung fiir Biophysikochemie 
des Instituts fiir experimentelle Medizin in Moskau.) 
(Eingegangen am 21. Januar 1936.) 


Durch die bahnbrechenden Untersuchungen von J. Loeb wurde die 
ausschlaggebende Rolle festgestellt, welche dem quantitativen Ver- 
haltnis der Alkali- und Erdalkalikationen bei den Nervmuskelprozessen 
zukommt. Loeb hat naimlich gefunden, da fiir die Muskelkontraktion 
Natrium- sowie Calciumionen erforderlich sind und dai die Muskel- 
erregbarkeit von der relativen Konzentration dieser Ionen im Blute 
baw. in der kiinstlichen Nahrlosung abhangig ist. Die Erregbarkeit 
erlischt, wenn das Verhaltnis zu stark zugunsten des einen oder des 
anderen Ions verschoben wird. .,Der Muskel scheint nur dann der 
Erregung zuganglich zu sein, wenn das Konzentrationsverhaltnis der 
Na- oder Ca-Ionen in der Muskelsubstanz? eine bestimmte Grenze 
nicht tiberschreitet.“. (Loeb, 1906, a). 

Diese Ergebnisse, die an dem Skelettmuskel eines Wirbeltieres 
festgestellt wurden, gelten auch fiir die niedrigste Gruppe der Metazoen 

die Coelenteraten. Von Loeb (1906, b) wurden Versuche an der 
Meduse Gonionemus angestellt. Entfernt man den Schirmrand, in 
welchem sich der Nervenring befindet, so héren die Kontraktionen 
eines solchen denervierten Schirmes im Seewasser vollig auf. Das 
rihrt davon her, daB im Seewasser ebenso wie im Blute die Konzen- 
tration der zweiwertigen Kationen zu hoch ist und das Jonenverhaltnis 
Cya K/Coa, mg nicht die fiir die Muskelkontraktion ndtige Schwelle erreicht. 
Wird durch Anwendung einer reinen NaCl-Lésung das Ionenverhaltnis 
erhéht, so beginnen die rhythmischen Kontraktionen des denervierten 
Schirmes von neuem. Sobald aber der Ionenquotient eine obere 
Grenze iiberschritten hat, fallt die Erregbarkeit und der Medusenschirm 
steht still. Die Kontraktionen kommen somit nur dann zustande, 
wenn der Wert des Jonenquotienten bestimmte Grenzen nicht tiber- 
schreitet. 

Ganz entsprechende GesetzmaBigkeiten beherrschen bekanntlich 
auch die Erregbarkeit von Nerven und Muskeln im menschlichen 





' Vorgetragen am XV. internationalen Physiologen-Kongre8, Leningrad, 
August 1935. — ? Das Konzentrationsverhaltnis von Natrium und Calcium 
in der Muskelsubstanz wird seinerseits durch das Ionenverhaltnis der um- 
gebenden Fliissigkeit bestimmt. 
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Organismus. Eine Veranderung (und zwar eine Erhoéhung) des Ionen 
quotienten im Blutplasma liegt jenen pathologischen Erregbarkeits 
stérungen zugrunde, die bei der Tetanie zum Vorschein kommen. 

Die ausschlaggebende Bedeutung des Ionenverhaltnisses fiir dic 
Nervenerregbarkeit bzw. die Muskelkontraktivitat hat durch dies: 
sowie zahlreiche andere Beobachtungen eine sichere Grundlage erhalten. 
Weitere Untersuchungen von Loch haben der Auffassung des Ionen 
verhaltnisses einen mehr quantitativen Charakter verliehen. Sie haben 
namlich zu der SchluBfolgerung gefihrt, daB die Erregbarkeit dureh 
den zahlenmabigen Wert des oben erwahnten Ionenquotienten eindeutig 
bestimmt wird. Die Versuche von Loeb (1915) an den Nauplien des 
Balanus bilden die wichtigste Stiitze fiir diese SchluBfolgerung. Wahrend 
die meisten Versuchsobjekte sowohl lebendige Organismen wie auch 
isolierte Muskelprapatate bei einigermaBen betrachtlicher Kon- 
zentrationsanderung des aéuBeren Milieus bald zugrunde gehen, halten 
die Balanusnauplien eine Veranderung des Salzgehaltes des Seewassers 
um das Zwélffache gut aus. Bei einer so hohen Widerstandsfahigkeit 
gegeniiber den Schwankungen der gesamten Salzkonzentration sind sie 
jedoch jenen des Ionenquotienten gegeniiber auBerst empfindlich. 
In welcher Konzentration die einwertigen Kationen Natrium und 
Kalium auch vertreten sein mégen, stets ist zur Erhaltung der nor- 
malen Erregbarkeit und Beweglichkeit der Larven ein proportionaler 
Gehalt des Caleium-Magnesiumgemisches! erforderlich. Das Verhaltnis 
zwischen der Konzentration der einwertigen und zweiwertigen Kationen 
hatte in sémtlichen Fallen einen mehr oder weniger konstanten Wert 
(von etwa 30 bis 40). Daraus glaubt Hober (1926) die allgemeine Schlub- 
folgerung ziehen zu kénnen, daB bei den Erscheinungen des Jonen- 
antagonismus ,,unabhéngig von der absoluten Konzentration das 
Konzentrationsverhilinis allein entscheidet™ (S. 679). 

Dieser Satz darf nicht ohne Vorbehalt angenommen werden. Es 
wurde namlich von einem von uns experimentell festgestellt, dab 
zwischen den auf die Erregbarkeit antagonistisch einwirkenden Kationen 
nicht unbedingt eine direkte Proportionalitat, sondern auch ein anderes 
Abhangigkeitsverhaltnis bestehen kann (Rubinstein, 1926). Das Ver- 
haltnis zwischen den antagonistisch wirkenden Tonen laBt sich dabei 
nicht bei samtlichen Konzentrationen durch denselben konstanten 
Koeffizienten ausdriicken. Es gilt jedoch auch in diesem Falle die all- 
gemeine Regel: Die zur Erhaltung der Erregbarkeit erforderliche Kon- 
zentration jedes Ions soll bei Erhéhung derjenigen seines Antagonisten 
anwachsen. 

' In Calcium-Magnesiumgemischen werden diese beiden Kationen in 


demselben Verhaltnis genommen, in welchem sie im Seewasser vorhanden 
sind. Das gleiche gilt auch fiir das Gemisch von Natrium und Kalium. 
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In einer friiheren Untersuchung haben wir an der Bananenfliege 
Drosophila experimentell gezeigt, daB es méglich ist, fast den gesamten 
Bestand des Organismus an Natrium und Calcium aus demselben zu 
heseitigen (Rubinstein-Lwowa-Burlakowa, 1935). Es lassen sich etwa 
05°, des normalen Natriumgehalts bzw. 99°, desjenigen von Caleium 
aus der Fliege entfernen, wobei die Versuchsergebnisse keinen Anhalts- 
punkt dafiir gewahren, daB der winzige im Organismus verbleibende 
Rest dieser Kationen fiir dessen Lebenstatigkeit tatsachlich unerlaBlich 
sei und sich bei weiterer Vervollkommnung der Versuchstechnik nicht 
noch mehr herabsetzen 1aBt. 


Dieses unerwartete Ergebnis stellt einen der Grundsatze der all- 
gemeinen Physiologie in Frage den Satz von der Unerlaplichkeit der 
Natrium- und Calciumionen fiir die Nerven- und Muskeltdtigkeit eines 
jeden tierischen Organismus. Es schien uns wenig zweckmabig, die 
definitive Lésung dieser Frage durch die Weiterfiihrung der Ziichtungs- 
versuche der Fliege an einem natrium- und calciumfreien Medium zu 
erstreben. Solche Versuche kénnten den Rest dieser beiden Kationen 
noch mehr herabsetzen, ihre vollstandige Beseitigung aus den Nahr- 
béden bleibt jedoch eine schwer erreichbare Aufgabe. Wir haben 
daher einen anderen Weg eingeschlagen, der auf folgenden Betrachtungen 
beruht. Wenn wir annehmen wollen, da8 Natrium und Calcium fiir die 
Drosophilafliege doch notwendig sind, so lassen sich unsere friiheren 
Versuchsergebnisse nur durch den Umstand erklaren, daB wir die beiden 
Kationen gleichzeitig beseitigt haben, weshalb trotz der enormen 
Herabsetzung ihres absoluten Gehalts ihr gegenseitiges Verhaltnis 
keine besonders groBbe Stérungen erfuhr. Um diese Vermutung zu 


prifen, war es notwendig, statt des absoluten Natrium- und Caleium- 


gehalts die Grenzen der experimentellen Veranderlichkeit ihres Ver- 
haltnisses zu untersuchen. Diesen Weg haben wir in der vorliegenden 
Untersuchung eingeschlagen. 


Versuche an Drosophila. 


Die Ziichtungstechnik dev Drosophila in dem Kieselsiiuregel war grund- 
sitzlich dieselbe wie bei unserer friiheren Untersuchung. Der Unterschied 
bestand jedoch darin, daB jetzt zwei verschiedene Versuchsreihen angestellt 
wurden: in der einen wurde die Gallerte mit einer caleciumfreien Lésung 
durchtrankt, die einen bestimmten Gehalt an Natrium (als NaCl) enthielt; 
in der zweiten wurde eine natriumfreie Lésung benutzt, der ein Calciumsalz 
(CaCl,) zugesetzt wurde. Die Wahl einer passenden Konzentration der beiden 
Kationen geschah auf Grund der vorherigen Bestimmung ihres Gehalts in 
dem bei uns iiblichen Ziichtungsmedium (Agar-agar mit Rosinenbouillon). 
Ihr Natriumgehalt betrug etwa 0,03°,, der Calciumgehalt ungefahr 
ebensoviel. In unseren Lésungen muften beide Konzentrationen selbst- 
verstandlich viel gréBer sein, da bei der Diffusion in die Gallerte die Salz- 
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konzentration betrachtlich abnimmt. Zur Durchtrankung der Kieselsaure- 
gallerte haben wir folgende zwei Lésungen verwendet: 


Hi fie OS i. 0 re er ea 0,2 g 
era a Naka aeoysemhe tie mes Keen 0,42 
Re i Oe en ree hw eet 0,2 g 
i ene eee ee ae eer ee 0,3 g 


Traubenzucker. .....+.+.. 380 g 

Aqua bidestillata........ 100 g 
und eine ebensolche Lésung, in der CaCl, durch 0,2°,4 NaCl ersetzt war. 
Die definitive Konzentration dieser Salze in der zur Ziichtung vorbereiteten 
CGallerte wurde von uns nicht naher ermittelt. Bestimmt wurde direkt der 
Natrium- und Calciumgehalt der auf diesen Nahrbéden geziichteten Fliegen. 
Die Untersuchung der Fliegen wurde nach der Mikrokristallisierungs 
methode unter Beibehaltung saémtlicher friiher beschriebenen Vorsichts- 
mabregeln durchgefiihrt. 

Nach unseren friiheren Analysen enthalten die ,,Rosinenfliegen* 
(auf dem gewéhnlichen Rosinenagar geziichtete Fliegen) durchschnitt- 
lich etwa 581,5 mg Natrium und 128,5 mg Calcium pro 100 g Trocken- 

1 £ u 
gewicht. Auf Molargewichte umgerechnet entspricht das 25,3 Millimol 
Natrium bzw. 3,21 Millimol Caleium. Das Verhaltnis beider Kationen 
betrug somit urspriinglich: 


[Na] 25,3 
[Ca] 3,21 


~1 
-- 
<= 


In unseren Versuchen mit einem Chlornatriumzusatz haben unsere 
Messungen einen etwa zweimal kleineren Natriumgehalt ergeben, als 
in den urspriinglichen ,,Rosinenfliegen“. Ob das damit zusammen- 
hangt, daB der definitive Natriumgehalt in unserem Kieselsdurege] 
geringer war, oder daB derselbe in einer fiir den Organismus weniger 
zuganglichen Form vorhanden war, mag dahingestellt bleiben. Jedenfalls 
hatte man jetzt zwei Fliegen statt einer zu veraschen, um mit der 
Mikrokristallisierungsmethode eine ebenso deutliche positive Natrium- 
reaktion zu erhalten. Was das Calcium anbetrifft, so war sein Gehalt 
etwa ebenso stark vermindert, wie in jenen Versuchen, in denen beide 
Kationen gleichzeitig beseitigt wurden. In beiden Fallen enthielt die 
Asche von 10 Fliegen noch nicht die zur Calciumbestimmung notwendige 
Menge (etwa 0,04 y) und nur bei Veraschung von 20 Fliegen konnten 
stets Calciumspuren entdeckt werden (3 Versuche). Die Fahigkeit 
der Fliege, sich bei vollem Calciummangel zu entwickeln, wird somit 
durch das Vorhandensein eines betraéchtlichen Natriumgehalts in keiner 
Weise beeinfluBt. 

Wie bereits friiher festgestellt wurde, 1aBt sich das Calcium in der 
Asche einer gewoéhnlichen ,,Rosinenfliege’ noch bei vierfacher Ver- 
diinnung einwandfrei nachweisen (4 Bestimmungen). Somit war der 
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normale Calciumgehalt in unseren Versuchen nicht weniger als um 
das 80fache verkleinert (in unseren Fliegen blieb also nur etwa 1°), des 
urspriinglichen Calciums zuriick). Unter Beriicksichtigung dieser Ver- 
iinderungen sowohl des Caleium-, wie auch des Natriumgehalts ergibt 
sich fiir das Na ‘Ca-Ionenverhaltnis ein Wert, welcher den urspriinglichen 
wenigstens um das 40fache iibersteigt und mindestens 3800 betragt. 

Ahnliche Ergebnisse haben auch entsprechende Versuche — mit 
einem natriumfreien, aber calciumhaltigen Medium ergeben. Der 
Caleiumgehalt der Fliegen erwies sich in diesen Versuchen im Vergleich 
zur Kontrolle etwa auf die Haifte herabgesetzt, was wahrscheinlich 
in der oben fiir das Natrium angedeuteten Weise zu erklaren ist. 
Um eine den Schwellenwert gerade iiberschreitende Calciumreaktion 
zu erhalten, war nun die Halfte statt eines Viertels des Aschen- 
bestandes einer Fliege erforderlich (3 Bestimmungen). Die Herab- 
setzung des Natriumgehalts war in dieser Versuchsreihe etwas geringer 
als in den friiher ver6ffentlichten Versuchen, was offenbar auf die An- 
wendung eines Traubenzuckerpraparats von einem minder hohen 
Reinheitsgrad (obwohl ebenfalls der Firma Kahlbaum) zuriickzufiihren 
war. Wir konnten namlich bei Veraschung von 5 Fliegen noch keine 
Natriumreaktion entdecken (3 Bestimmungen), jedoch schon in der 
Asche von 10 Fliegen (3 Bestimmungen). Die Reaktion war dabei 
etwa ebenso deutlich wie bei einer normalen Fliege. Der Natriumgehalt 
war somit etwa auf ein Zehntel herabgesetzt. Fiir das Na /Ca-Verhaltnis 
ergibt sich daraus ein Wert von etwa 1,6. 


Versuchsergebnisse. 

Wir sehen somit, daB das Ionenverhaltnis (Na Ca) in auBerst weiten 
Grenzen verandert werden kann. Der Unterschied zwischen seinen 
minimalen und maximalen Werten erreichte in unseren Versuchen 
zwei GroéBenordnungen: In den einen Versuchen 1,6, in den anderen 
iiber 300. Mit anderen Worten: Das Verhdltnes der Natrium- und 
Calciumkonzentrationen im Organismus der Drosophilafliege erfahrt 
ebenso weitgehende Verdnderungen wie thr absoluter Gehalt. 

Leider verlieren diese Ergebnisse etwas an Eindeutigkeit dadurch, 
daB wir nichts von der Natrium- und Calciumverteilung zwischen Ge- 
weben und Himolymphe wissen und nur auf Angaben tiber ihren Gesamt- 
gehalt angewiesen sind. Man ziehe jedoch in Betracht, daB bei samtlichen 
Untersuchungen iiber Mineralstoffverteilung zwischen der lebendigen 
Zelle und der dieselbe umspiilenden Lésung die Proportionalitat zwischen 
beiden stets in demselben Sinne, und zwar zugunsten der Zellen ver- 
schoben wird. Die Konzentration eines Mineralstoffes ist weniger 
veranderlich in der Zelle selbst als in ihrer Umgebung. Mit anderen 
Worten: Je kleiner die Konzentration, desto relativ starker wird der 
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betreffende Stoff aus der Lésung extrahiert und in der Zelle gespeichert 
Als Beispiel kénnen wir auf unsere eigenen Versuche iiber die Speicherung 
von Natrium und Calcium in der Hefezelle verweisen (Rubinstein 
Burlakowa, 1934). Das heiBt also, daB z. B. bei einer 80- bis 100 fachen 
Herabsetzung des Gesamtgehalts der Fliege an Calcium die Kon 
zentration in den Gewebefliissigkeiten, in der Haimolymphe wahr 
scheinlich noch mehr herabgesetzt wird, jedenfalls nicht weniger. 


Somit laBt sich bei Drosophila nicht nur der Gesamtgehalt des 
Organismus an Natrium und Calcium auBerst stark vermindern, sondern 
in ebenso weiten Grenzen laBt sich auch das .,.lonenverhaltnis‘’ diese: 
Kationen in der die Muskeln durchtrankenden Gewebefliissigkeit 
experimentell verandern. Diese Veranderungen sind so betrachtlich, 
daB hier keine Rede von einem einigermaben konstanten Ionenverhaltnis 
sein kann, welches fiir die Nervmuskelprozesse bzw. fiir die allgemeine 
Beweglichkeit des Organismus wesentlich sein wiirde. 


Zusammenfassung. 


Durch experimentelle Veranderung des Nahrmediums kann das 
Na/Ca-Verhaltnis iiber 300 erhéht bzw. bis auf 1,6 herabgesetzt werden. 
also eine 200fache Veranderung erfahren. Somit ist das Verhialtnis 
von Natrium und Calcium bei Drosophila keinesfalls eine konstante 
GréBe. Seine Veranderung tibt auf die Beweglichkeit der Fliege keinen 
merklichen EinfluB aus. 

Literatur. 

R. Hober, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, Leipzig 
1926. — J. Loeb, Vorlesungen iiber die Dynamik der Lebenserscheinungen, 
Leipzig 1906 (a). — Derselbe, J. of biol. Chem. 1, 427, 1906 (b). Derselbe, 
Proc. of the Nat. Acad. 1, 439, 1915. D. Rubinstein, Pfliigers Arch. 
214, 1, 1926. — D. Rubinstein u. H. Burlakowa, diese Zeitschr. 271, 324, 
1934. —- D. Rubinstein, W. Lwowa u. H. Burlakowa, ebenda 278, 418, 1935. 
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Verinderungen am Serumeiweib von Krebskranken. 
Von 
R. Bierich und A. Lang. 
(Aus dem Krebsinstitut in Hamburg.) 
(Eingegangen am 24, Januar 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wir haben vor kurzem iiber eine Funktion der Albumin I-Fraktion 
des menschlichen Serums berichtet!, die darin besteht, da} an sie gewisse 
dem Serum zugesetzte Stoffe, wie Isaminblau, Pyronin, Gallensaure, 
gebunden werden und der so entstandene Komplex gegeniiber Ammon- 
sulfat die Fallungseigenschaften des Albumin I erhalt, ohne Albumin | 
zu sein. Wir nehmen an, daB diese Eigenschaft des Albumin II fiir die 
Bindung von kérpeifremden Giften — speziell giftigen Stoffwechsel- 
produkten — wichtig ist und daB die quantitative Verschiebung in den 
Albuminfraktionen des Serums, die sich aus der Abnahme der A,- und 
der Zunahme der A,-Fraktion bei verschiedenen Krankheiten ergibt, 
anzeigt, daB bei diesen Krankheiten ein fiir sie spezifisches Stoffwechsel- 
produkt an das Blut abgegeben ist. 

Da es uns andererseits auch gelang, die gegenlaufige quantitative 
Verschiebung A,—» A, durch Sebacinséure zu bewirken, kommen 
solche Bindungen méglicherweise nicht nur am A,, sondern auch an 
anderen Fraktionen der Serumeiweibe zustande und ist die Richtung der 
Verschiebung von der Natur der gebundenen Koérper abhdngigq. 

Die Bindung an die A,-Fraktion des Serums wurde im Falle der 
Gallenséure so nachgewiesen, daB wir in den einzelnen Fraktionen die 
Menge der Gallensaure pro g Eiweif bestimmten. Der Nachweis kénnte 
aber auch so gefiihrt werden, dal man den Vorgang durch die 
Blockierung bestimmter Gruppen im EiweiB nachweist, an die die 
betreffenden Stoffe gebunden wurden. Dieser Nachweis ware wesent- 
lich erleichtert, wenn wir iiber die Art des gebundenen Stoffes 
z. B. des spezifischen Stoffes, den wir bei Krebs vermuten 
Aussagen machen kénnten, was zur Zeit nicht méglich ist. Unter- 
suchungen dieser Art wurden zunachst an zwei Gruppen, den basischen, 
die die Biuretreaktion geben, und den sauren Gruppen des Eiweibes, 
die in alkoholischer Lésung titriert werden, ausgefiihrt. 

I. Eine Bestimmung der biuretgebenden Gruppen im Serumeiweib 
war bereits von A. Bolaffi? versucht worden, indem sie die Farbung, die 


' R. Bierich, A. Lang u. A. Rosenbohm, diese Zeitschr. 284, 329, 1936. 
— * Tumori 2, 5, 336, 1931. 
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alkalisiertes Serum mit CuSO, gibt, kolorimetrierte. Sie fand hierbei 
daB der Wert fiir die Biuretgruppen im Krebsserum erhéht ist. Dieser 
Befund wurde von uns bereits vor langerer Zeit! nachgepriift, aber das 
Ergebnis Bolaffis in keiner Weise bestatigt. Es lieB sich auch nicht 
hestatigen, wenn die gefundenen Werte fiir die Extinktion auf den gleichen 
Kiweibgehalt bezogen wurden, was uns notwendig schien, weil bei 
fortgeschrittener Krankheit das GesamteiweiB oft abgenommen hat 
Hierdurch wird zwar die Streuung der einzelnen Werte geringer, aber die 
Werte fiir Krebs verteilen sich regellos iiber denselben Bereich, der fii 
andere Sera erhalten wird. 

Wir haben zur Bestimmung der biuretgebenden Gruppen das 
Verfahren von G. Ettisch? benutzt, der das Potential einer Cu-Elektrode 
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Abb. 1. Abhingigkeit des Potentiats vom Eiweifigehalt. 


in einer EiweiBlésung in Abhangigkeit vom Alkali- und Cu-Gehalt 
bestimmt. Auf diese Weise erhalt man eine Aussage nicht nur iiber die 
Menge, sondern auch iiber eventuelle Verschiedenheiten der Biuret- 
gruppen. Das Albumin hat nach Lttisch weniger, aber das Cu fester 
bindende Stellen, als das Globulin. 


Wir haben die von Ettisch benutzte Technik befolgt und das Potential 
einer Cu-Elektrode in einer EiweiBlésung von 0,2 bis 1°, Gehalt, die 0,25 °,, 
NaOH und n 200 CuSO, enthielt, gemessen. Das Serumeiweifs wurde in 
drei Fraktionen Globulin, Albumin I, Albumin II geteilt, die bei 
21,5 bzw. 30,59, Na,SO,-Gehalt gewonnen waren. Diese Fraktionen sind 
nicht identisch mit den Albumin- und Globulinfraktionen, die man _ bei 
Fallung mit Ammonsulfat erhalt; besonders gilt dies fiir das Albumin. Wir 
haben aber durch parallel durchgetiihrte Versuche gefunden, daB die Falhing 
bei 30,5°, Na,SO, haufig der zwei Drittel Ammonsulfatsattigung entspricht 
und daher diese Fallungsgrenze festgesetzt. Die Eiwei®falliungen wurden 


' Rechenschaftsbericht des Hamburger Krebsinstituts fiir das Jahr 
1931/32. 2 (1. Ettisch, H. Sachse u. W. Beck, diese Zeitschr. 230, 68, 
1931. 
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in H,O gelést, dialysiert, mit n NaOH auf 0,5°, NaOH gebracht. Steigende 
Mengen dieser Lésungen wurden mit 05°, NaOH aut 1,5 cem autgefiillt 
und mit 15cem n/1l00 CuSO, versetzt. Fiir jeden Versuch wurde die 
Platinelektrode neu verkupfert. Das Potential wurde gegen die Kalomel- 
elektrode gemessen und stelite sich in 20 bis 30 Minuten auf einen bis auf 
etwa 5 bis 10 Millivolt reproduzierbaren Wert ein (Abb. 1). 

Aus den hier mitgeteilten Befunden ergeben sich keine Anhalts- 
punkte dafiir, daB in den EiweiBfraktionen bei Krebskranken Ver- 
anderungen an den biuretgebenden Gruppen gegeniiber Krebsfreien zu 
finden sind. Die Werte schwanken individuell sehr stark. Wie weit das 
Darstellungsverfahren dabei von 
KinfluB ist, kénnen wir nicht 60 = 




















angeben. ttisch dialysiert das 
Serum direkt ohne Verdiinnung ie aay 
und nennt die dabei ausfallende vy) a 
Fraktion Globulin. Diese — ist | a 
nicht mit der durch Salzfallung ' 
erhaltenen identisch. 0 Albumin 

II. Es wurden weiter an - 
einer Anzahl Sera die sauren " | 
Gruppen in den einzelnen Ei- of od Noses a 
weibfraktionen nach Willstdtter- i pee 
Waldschmidt-Leitz bestimmt. In _ | CArets 
Abb. 2. ist das Ergebnis der 20 Birebsfre 
Titration von 24 verschiedenen See ae | ee | 

5 6 7 8 9 0 @ 13 


Kranken und 15 Krebskranken acm 2 KOM/1g Ewer 
zusammengestellt. Die einzelnen 
7 ° ' Abb. 2. Prozentuale Verteilung der 
Fraktionen wurden — ebenfalls Ttettenawenth. 

durch Na,S O,-Fallung gewonnen. 

Die Mittelwerte fiir die einzelnen Fraktionen betragen bei Krebs- 
kranken bzw. Krebsfreien: Globulin 6.47 bzw. 6,70, Albumin I 8,84 
baw. 9,15, Albumin II 9.48 bzw. 9,70. Die Streuung der einzelnen 
Werte ist aber, wie aus der graphischen Darstellung ersichtlich, so grok, 
daB von einem Unterschied nicht die Rede sein kann. 


[II]. Wir haben dann untersucht, ob sich Unterschiede zwischen 
normalen und Krebsseren an den Bausteinen des EiweiBmolekiils 
nachweisen lassen und hierfiir die Bestimmung des Tryptophans ge- 
wahlt. Wir haben in der vorausgegangenen Arbeit! berichtet, das wir 
durch Belichten von Serum, dem gewisse Porphyrine zugesetzt waren, 
eine quantitative Verschiebung der EiweiBfiaktionen in der Richtung 
A, — A, erhielten und daB dabei der Tryptophangehalt des Kiweibes 


' Diese Zeitschr. 284, 329, 1936. 
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Tabelle 1. Tryptophangehalt der Eiwei®fraktionen. 





Verschiedene Sera Ca-Sera 
; Globulin Albumin I Albumin II . Globulin Albumin I Albumin II 

Nr. ; e . Nr. 0 9/9 x 
1% 1,16 0,515 115 3,67 1,22 0,476 
196 owe 1,36 0,460 117 3,75 1,37 0.433 
107 3,59 0.61 0,489 118 3,38 0,94 0,392 
108 ) ° 318 0,93 0,466 124 8,52 1,12 0,302 
109 3,10 0.60 0,535 125 3,42 1,23 0,334 
110 3.46 OS] 0.454 128 3.45 1,08 0,486 
111 3,66 0,96 0.431 139 3.46 1,20 0,408 
112 2,88 L. 7 0,55) 131 3,56 1,07 0,395 
113 3,22 122 0.494 132 3,43 1,00 0.397 
114 8,39 1 72 0,569 133 3,41 0,93 0.423 
116 3,12 1,23 0,475 134 3,74 0,77 0,454 
119 3,58 1,04 0,490 136 3.29 0,95 0,481 
120 3,66 1,15 0,520 138 8.23 1,14 0,509 
121 §,12 0.71 0.474 140 3,67 1,42 0.481 
122 3,69 1,27 0.486 145 4,94 1.37 0,508 
127 8,15 0,61 0,448 148 3,66 0.95 0.460 
129 3,59 0,68 0,459 151 2,74 1,34 0,458 
139 3,18 0,69 0,475 153 3,00 1.40 0.440 
141 3,84 1,65 0.475 154 3,84 1,38 0,445 
142 3.37 1,15 0.554 156 3.59 1,43 0,420 
i43 2.78 1,93 0,650 157 3,76 1,43 0,463 
144 2,94 0.78 0.671 158 3,13 1,62 0,440 
146 8.35 0 86 0,496 161 2,97 1,41 0,396 
147 4,06 0,82 0.460 

149 3,68 1,29 0,553 

152 3,15 1,26 0,455 

159 3,12 1,39 0.431 

162 3,34 1.58 0,520 

166 8,05 0,70 0,50) 

168 3,32 0,98 0.572 

170 3,37 1.64 0.537 

171 3.57 1,22 0.479 

Mittel 3,84 + 0.05 1,05 + 0,05 0,504 +0,010 3,46 + 0,06 1,21 + 0,95 9,435+0,010 


abnahm. Zur Bestimmung des Tryptophans wurde die in der ge- 
nannten Arbeit beschriebene Abaénderung des Winklerschen Verfahrens 
benutzt und die EiweiBfraktionen auch hier durch Fallung mit Na,SO, 
erhalten. . 

Tabelle I gibt den Tryptophangehalt in der Albumin I-, Albumin IT- 
und der Globulinfraktion des Serums von 32 krebsfreien Kranken und 
23 Krebsfallen. Die Mittelwerte fiir Globulin und Albumin I sind fiir die 
Krebsfreien 3,34 bzw. 1,05 % und fiir die Krebskianken 3,46 bzw. 1,21 %. 
Wenn man beachtet, daB der mittlere Fehler des Mittelwertes 0,05 bzw. 
0,06 betragt, sind die Werte fiir Krebskranke und Krebsfreie identisch, 
wahrend die Einzelwerte, besonders die fiir Albumin I, stark schwanken. 
Die Werte fiir Albumin IT sind mit 0,504 fiir Krebsfreie bzw. 0,435 °% fiir 
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Krebskranke bei einem mittleren Fehler von nur 0,01 fiir das 
Albumin II bei Krebs deutlich erniedrigt. Wahrend die Tryptophan- 
werte der Globulin- und Albumin I-Fraktion von Krebskranken inner- 
halb der Tryptophanwerte von Krebsfreien liegen, sind die der Albumin 
II-Fraktion fast bei der Halfte der Krebskranken niedriger als der 
tiefste Wert von Krebsfreien. Andererseits liegt eine grobe Zahl der 
Tryptophanwerte von Krebsfreien héher als der héchste Wert von 
Krebskranken. 


Im Serum der Krebskranken ist also der Tryptophangehalt der 
Albumin I1-Fraktion vermindert. Wir nehmen an, dali die Abnahme des 
Tryptophans in der Albumin I]-Fraktion im Tumor selbst erfolgt, und 
daB der Tryptophangehalt je nach GréBe des Tumors, Intensitat seines 


Stoffwechsels und Geschwindigkeit des Ersatzes des veranderten A, 
durch den K6rper verschieden ist. 








Cadmium und die Oxydationsenzyme. 
Von 
As. Zlataroff. 
(Aus dem chemisch-medizinischen Institut der Universitat Sofia.) 
(Eingegangen am 2. November 1935.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Ks besteht eine Reihe biochemischer Untersuchungen, die den 
KinfluB der Cadmiumverbindungen auf enzymatische Prozesse fest 
zustellen suchen. 


C. Gerber’ untersucht die Wirkung der Salze der Goldgruppe auf die 
enzymatische Spaltung der Starke in Zucker und findet, das CdCl, den 
ProzeB verzégert. Meine eigenen Untersuchungen? tiber die Amylasen 
wirkung des Ptyalins bei Anwesenheit von CdCl, oder CdSO, stellen fest, 
daB die hemmende Wirkung der Cadmiumsalze nur bis zu einer gewissen 
Konzentration des Salzes geht, bei schwacheren Konzentrationen beginnt 
umgekehrt eine Férderung. Der fordernde EinfluB von Cd (NO), ist bei 
saurem py am stirksten. Ohne Cadmiumsalz ist das Enzym in saurem 
Medium vollig wirkungslos. Der EinfluB des Zinks und Cadmiums auf die 
Enzyme der Hefe ist von Kostychev und Zubkova*® untersucht worden. Sie 
fanden, da die Menge des gebildeten Acetaldehyds bei Vorhandensein von 
Cadmiumion von der Art des der enzymatischen Spaltung unterworfenen 
Zuckers abhingig ist. Bei Fructose ist sie gr6Ber als bei der Glucose. Re 
duktase wird vom Cadmiumion stark gehemmt; auf Proteasen hat Cd jedoch 
keinerlei Einwirkung. Der Einflu8 von Zink und Cadmium ist bei der 
Hefe spezifisch; Ca, Mg, Sr, Hg, Sb, Al sind unwirksam. Bei der Inversion 
der Saccharose finden Aostycher und Medvedew 4, daB niedrige Konzen- 
trationen der Metallsalze Inaktivierung des Enzyms_ veranlassen. Die 
Geschwindigkeit der Reaktion ist verringert, aber die Kinetik, wie zu er 
warten, sonst unverandert; die Reaktionsgeschwindigkeit ist innerhall 
weiter Grenzen der Konzentration des Metallsalzes umgekehrt proportional. 
Auch hier ist die Wirkung von Zink und Cadmium spezifisch; das Anion 
spielt keine Rolle. 

Vorliegende Ver6ffentlichung untersucht den EinfluB der Cadmium- 
salze auf die oxydierend wirkenden Enzyme. Schon Lothar Meyer® 
schreibt dem Cadmium die Rolle eines Sauerstoffiibertragers zu. Wi 
fanden nun in einigen unserer Versuche, daB das Cadmium unter 
giinstigen Bedingungen in gewissem Mabe die Rolle einer Oxydase 
ausiiben kann: und es ist zu erwarten, daB Bedingungen fiir ein wirkliches 
Oxydationssystem vom Typ der Aerooxydasen gefunden werden kénnen 


'C.R. Soe. Biol, 70, 139, 1912. — * Jahrbuch der Sofioter Universitat. 
Phys.-math. Fak., Buch 2, Chemie, 31, 1935. 3 J. russ. bot. obscht. 
77, 1916; Physiol. Abst. 4, 416, 1919. * Phys. Chem. 164, 77, 1927. 


— ° Ber. 20, 3058, 1887; Pogg. Ann. 119, 218, 1863. 
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Die Untersuchungen wurden mit dem Studium des Einflusses det 
Cadmiumsalze: CdCl, CdSO,, Cd (NOs). und Cd (CH,COO), auf 
Wasserstoffsuperoxyd begonnen, um zu priifen, inwieweit diese Salze 
peroxydatische oder katalatische Wirkung besitzen. Es wurde mit 
Salzlésungen von m/2,5 bis m/500 und einer 0,1°,igen Losung von 


Wasserstoffsuperoxyd gearbeitet. Das nichtzerfallene Wasserstoff- 
superoxyd wurde nach 5 Stunden zuriicktitriert. Die Ergebnisse 


dieser Versuche enthalt Tabelle I. 


Tabelle I. 





Abgespaltener Sauerstoff in mg nach 5 Std. bei 37° 





Konzen- eee elas 3 
— Cd Cl, Pu Cd SO, Pu Cd (NO4)o Pu Cd(CH; COO), py 
0 0 6.1 0 6,1 0 6,1 0 6.1 
m/2,5 5,2 5.4 9.8 5.4 1,2 6.8 7.0 7 
m/5 4,0 5.7 6,2 5,7 1,9 6.8 4.4 7 
m/LO 3,2 5,9 4,6 59 1.0 6.8 1.6 6.8 
m/59 1,2 5,9 2.6 5,9 0,4 6,7 0.6 6.8 
m/100 0 6,1 0 6,1 0 6,5 0 6.8 
m/590 0 6,1 0 6.1 0 6.2 0 6.6 
Tabelle I]. Blutkatalase. 
I ca er ao rnc 
tration CdCl, Pu CdS O04 PH Cd (N O03) Pu Cd(CH3COO), pyr 
0 19,6 6.1 23.2 6,1 14.6 6.1 30.6 6.1 
m/2,5 8.0 5.4 26,8 5,4 1,2 6.8 18,8 7 
m/5 3.6 57 26,0 5,7 1,6 6.8 96.8 7 
m/10 3,2 5.9 24.0 5.9 2,8 6,8 28,4 6.9 
m 20 7,0 5,9 22,2 5,9 2.8 6,7 28,6 6.9 
m/50 9.6 6.1 22.6 5,9 3,4 65 27.8 68 
m/100 15,4 6,1 20,4 6.1 4,6 6,2 33,2 6.8 
m/500 — —_ — 84 6,1 34,8 6.6 
m/1009 20,0 6,1 20,8 6,1 10,9 6,1 30.6 6,3 
m/5000 21,8 6,1 23,2 6,1 12.4 6,1 30,8 6,2 
m/10000 19,5 6,1 23,1 6,1 13,2 6,1 30,4 6.1 


Man sieht, da die Cadmiumsalze in Konzentrationen von m/2,5 bis 
m/50 auf das Wasserstoffsuperoxyd einwirken und es zersetzen. Die 
Wirkung ist von der Salzkonzentration abhangig. CdCl, und CdSO, be- 
wirken eine Erniedrigung des py, Cd (NO,), und Cd (CH,COO), eine Er 
hohung. Die Unterschiede sind aber, wie die Kontrolle zeigt, gering. 

Tabelle IT und IIT zeigen die Wirkung der Cadmiumsalze aut Katalase 
aus Blut und auf Leberkatalase. Beim Vergleich der Angaben von Tabelle | 
.ait denen von Tabelle II und III tritt klar hervor, daB die verschiedenen 
Salze des Cadmiums sowohl auf das Wasserstoffsuperoxyd selbst wie auch 
auf die Enzyme wirken, und zwar nicht im gleichen Mabe. 

Aus den Tabellen ist ersichtlich, daB CdCl, in hohen Konzentrationen : 
m/2,5, m/5, m/10, sogar m/50 fast denselben EinfluB auf die katalytische 
Wirkung des Blutes hat wie auch auf die Leberkatalase, wie der parallele 
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Tabelle II]. Leberkatalase. 





Konzen- tn = earen 
tration wo we ’ : ’ ’ ’ 
Cd Cl, Pu CdSO, Cd(NO3)o Py  =Cd(CH3COO). Pg 


Abgespaltener Sauerstoff in mg nach 5 Std. bei 37° 


) 16,2 D, 21.8 ‘ 15,4 6,1 19.6 

,D 6.8 é 15,8 5, 0 6,8 11,6 

f 1,8 f 15,2 5, 0 6,8 11,4 
10 a2 5, 14'4 5. 0,2 6,8 13,4 6.8 
20 3.0 5S 14,6 5, 0,4 6,7 14,2 6,8 
56 6.8 ) 14,0 0.4 6.5 17,6 6.8 
100 9.2 14,1 4.2 6,2 18.2 6.8 
509 14.4 ; 14.4 : 4.8 6,1 19,2 6.6 
m/10O 19,9 6,1 14,2 6.2 6,1 22.9 6,3 
m/509O 21.8 6,1 16,2 , 15,4 6,1 21,0 6,2 
m/L0000 25.6 6,1 17,8 154 6,1 19,6 6,3 


Verlauf der Kurven bis zur Konz. m/50 zeigt. Bei niedrigen Konzen 
trationen wird der Einflu8 des Cadmiumchlorids auf die katalytische 
Wirkung des Blutes verschiedenartig: die Kurven verlaufen nicht mehr 
parallel und bei m/5000 schneiden sie sich sogar; d.h. daB mit der Ver 
ringerung der Salzkonzentration thr verzégernder Einflu®8 allmahlich ab- 
nimmt und fiir ein kurzes Intervall in fordernde Wirkung iibergeht. Fiir 
die katalytische Wirkung des Blutes beginnt die férdernde Wirkung des 
Cadmiumchlorids bei m/1000, verstarkt sich bis m/5000 und bei m/10000 
ist schon jeder Einflu8 verschwunden. Bei der Leberkatalase beginnt der 
fordernde Einflu8 ebenfalls bei m/1000, verstarkt sich allmahlich und er- 
reicht seinen Héhepunkt bei m/10000. 


Aus den Tabellen geht hervor, daB CdSO, in hohen Konzentrationen 
(m/2,5, m/5, m/10) verschiedenartigen Einflu8 auf die katalytische Wirkung 
des Blutes und auf die Leberkatalase hat, waihrend es in niedrigen Konzen- 
trationen (m/50, m/100, m/500, m/1000, m/5000, m/10000) immer hemmend 
wirkt. Von m/2,5 bis m/10 einschlieBlich hat es auf die katalytische Wirkung 
des Blutes férdernden EinfluB. Diese Férderung nimmt allmahlich ab und 
schon bei m/50 beginnt es schwach hemmend zu wirken; die Hemmung 
erreicht ihr Maximum bei m/100. Es ist wohl kein Zufall, daB sich bei m/100 
die maximale Hemmung der katalatischen Wirkung des Blutes zeigt, denn 
bei dieser Konzentration verliert das CdSO, selbst seine Wirkung auf 
Wasserstoffsuperoxyd. 

Vollig gleichartig ist die Wirkung von CdSO, auf die Leberkatalase: 
es wirkt stets hemmend von der Konzentration m/2,5 bis m/10000 und fast 
in gleichem Grade, wie der ziemlich parallel zur Abszisse verlaufende Kurven- 
teil zeigt. Da die Leberkatalase auch von m/10000 Cd SO, beeinfluBt wird, 
wahrend schon m/5000 CdSO, die katalatische Wirkung des Blutes un- 
beeinfluBt 1aBt, muB man annehmen, da die Leberkatalase gegen CdSO, 
empfindlicher ist. 

Gegen Cd (NO), scheint, im Gegensatz zu CdSQ,, die katalatische 
Wirkung des Blutes empfindlicher zu sein als die der Leberkatalase, da 
erstere bei der Konzentration m/10000 immer noch verzégert ist, wahrend 
die Leberkatalase schon bei der Konzentration m/5000 keinen Einfluf 
des Cd-Salzes mehr erkennen laBt. Cd (NO,), erweist sich fiir die Kata- 
lase von Blut und Leber in allen Konzentrationen als schadlich. 
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Cadmiumacetat wirkt in seinen hohen Konzentrationen (m/2,5, m/S, 
m/10, m/50) sowohl auf die Katalase des Blutes wie auch auf die Leber- 
katalase hemmend. Die schwacheren Konzentrationen dieses Salzes wirken 
in einem kurzen Bereich férdernd. 


Die peroxydatische Wirkung der Cadmiumsalze selbst, wie auch 
ihren EinfluB auf die Peroxydase des Blutes, haben wir nach der Pyro- 
gallolmethode gepriift. Die Ergebnisse enthalten TabelleIV und V. 


TabellelIV. Die Wirkung der Cadmiumsalze auf Wasserstoff- 
superoxyd bei Vorhandensein von Pyrogallol. 





Cd Cly cd SO, Cd (NO3)5 Cd (CH, COO), 
Bee te : 3 eo aan : 
tration Purpuro- Purpuro- Purpuro- Purpuro- 
der Salze PH gallin Pu gallin PH gallin Pu gallin 
mg-° 0 mg-°/9 mg-° 0 mg-/ 
0 5,3 — 5.38 - 5,3 - 5.3 
m/2,5 5,2 9.4 5,2 1,8 6,8 9,2 7 
m/5 5,2 9,0 5,3 1.0 6.8 3,0 7 9,1 
m/10 5.3 33 5,3 1,0 6,7 2,1 7 
m/50 5.3 1,3 5,3 0,9 6,0 1.5 7 8 
m/109 5,3 0,8 5,3 0,8 5,4 1,3 6,7 1 
m/500 5,3 0,6 5,3 0.7 5,3 1,1 6,5 1,0 
m/1000 5,3 0,4 0,5 5,3 0,2 6,5 0,9 


Tabelle V. Einflu8 der Cadmiumsalze auf die peroxydatische 
Wirkung des Blutes. 





Cd Cl, Cd SO, Cd (N O4)o Cd (CH, CO Oj 
oa fn ee at i ede eda 
tration Purpuro- Purpuro- Purpuro- Purpuro- 
der Salze PH gallin Pu gallin Pu gallin Pu gallin 
mg-°/o mg-0/> mg-9/» mg-°/9 
0 5,3 1,2 5.3 3.9 5,3 3,6 5,3 3,6 
m/?.5 52 11.4 5.2 2.5 6.8 10 7 
m/5 5,2 9.5 5,2 2,2 6,8 5 7 
m/19 5.E 6.7 5.3 3.0 6,7 4.2 7 10,2 
m/29 5, 45 5,3 3.1 6,0 3.9 7 12.8 
m/50 5,3 3,8 53 3.5 5.4 3,7 7 8,0 
m/190 5.3 3.1 5,3 4.6 5,3 3.6 6,7 I) 
m/500 5,3 2.6 5.3 4,3 5,3 3,5 6.5 6,8 
m/1990 5,3 2 5,3 4.1 5,3 3.5 6.5 4.0 
m/5V0 5.3 1.6 5,3 3,6 5,3 3,2 6,2 3,6 
m/10000 5,3 1,7 5,3 3,6 5.3 3,0 6,0 3,5 


Tabelle IV und V zeigen, daB CdCl, allein imstande ist, aus H,O, eine 
bedeutende Menge Sauerstoff abzuscheiden und einen leicht oxydierbaren 
Korper, der sich im System befindet, wie Pyrogallol, zu oxydieren. Das 
Salz hat ebenfalls eine sehr hohe fordernde Wirkung auf die Peroxydase des 
Blutes, und zwar in allen Konzentrationen von m/2,5 bis m/10000. Bei det 
gréBten Konzentration m/2,5 liegt das Maximum der Férderung. 

Die Tabellen zeigen, daB Cd 8 O, allein auf die Oxydation des Pyrogallols 
nur wenig einwirkt. Hohe Konzentrationen (m/2,5,m/5,m/10, m/50) iiben 
einen hemmenden Einflu8 auf die peroxydasische Wirkung des Blutes aus, 
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der mit der Verringerung der Konzentration abnimmt. Bei m/100, m/50\ 
und m/1000 zeigt sich ein férdernder EinfluB, der bei Konzentration m /500i 
vollig verschwindet. 

Cadmiumnitrat allein hat in gréBeren Konzentrationen einen bedeutenden 
KinfluB auf H,O, bei Gegenwart von Pyrogallol. In Konzentrationen voi 
m/10 bis m/100 wirkt es férdernd auf die Peroxydase des Blutes. Da 
Maximum liegt bei der Konzentration m 2,5. Bei m/100 verschwindet diese: 
EinfluB. , 

Cadmiumacetat zeigt eine starke Wirkung. Die hohen Konzentratione: 
m/2,5 und m/5 wirken so stark, daB die erhaltene Menge Purpurogallin zu 
groB ist, um diese Versuche kolorimetrisch zu verwerten. In den Konzen 
trationen m/10 und m 50 
findet starke Beschleuni 
gung statt, die jedoch 
bei m/100 sehr schwach 
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oxydatische Wirkung) abzuspalten. Um die Wirkung, die die Cad- 
miumsalze allein auf das H,O,-Molekiil haben, von dem EinfluB, den 
sie auf die katalatische und peroxydatische Wirkung des Blutes aus- 
iiben, zu vergleichen, haben wir in den Abb. 1 bis 4 die entsprechenden 
Angaben aus Tabelle I und IV einander gegeniibergestellt. 

Die punktierte Linie driickt die katalatische Wirkung des Cadmium 
salzes, die ausgezogene Linie, die peroxydatische Wirkung desselben Salzes 
aus. Abszissen sind die Logarithmen der benutzten Konzentration der 
Cadmiumsalze. Ordinaten: mg Sauerstoff fiir katalatische und mg Purpuro 
gallin fiir die peroxydatische Wirkung des Salzes. 

Das Cadmiumchlorid hat eine gréBere peroxydatische als katalatische 
Wirkung. Diese verstirkt sich mit der Erhéhung der Salzkonzentrationen. 
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In hohen Konzentrationen (m /2,5, m5) ist die peroxydatische Wirkung 
viel starker ais die katalatische, nahert sich ihr jedoch bedeutend bei den 
Konzentrationen m/10, m/50. Wahrend die katalatische Wirkung des 
Cadmiumchlorids bei m/ 100 verschwindet, bleibt die peroxydatische Wirkung, 
wenn auch schwach, bis m/1000 erhalten. 

Das Cadmiumsulfat hat in hohen Konzentrationen (m 2.5, m5, m/10, 
sogar m_ 50) eine gréBere katalatische als peroxydatische Wirkung. 

Cadmiumnitrat weist eine gréBere peroxydatische als katalatische 
Wirkung auf. Auch hier erhalt sich die peroxydatische Wirkung bis zu 
groBen Verdiinnungen (m/1000), wahrend die katalatische Wirkung bei 
m 100 authért. 

Das Cadmiumacetat zeigt ebenfalls eine gréBere peroxydatische als 
katalatische Wirkung. 

Beim Vergleich der Diagramme zeigt sich, daB alle Cadmiumsalze, 
die allein eine starkere peroxydatische als katalatische Wirkung haben, 
einen férdernden EinfluB auf den katalatischen ProzeB nur in kleinen 
Konzentrationen ausiiben, d. h. bei solchen Konzentrationen, bei denen 
sie ihre eigene peroxydatische Wirkung verlieren. Dies sind CdCl, 
Cd (NO,),, Cd (CH,COO),. CdSO, hat dagegen auch bei gréBeren 
Konzentrationen einen fordernden EinfluB auf die katalatische Wirkung 
des Blutes. 

Die Starke der katalatischen und peroxydatischen Wirkung der 
Cadmiumsalze ist bei fast allen Salzen (mit Ausnahme nur von CdS O,) 
von ihrer Konzentiation abhangig. Mit der Verringerung der Konzen- 
trationen nimmt auch die Starke der ausgeiibten Wirkung bedeutend ab. 


Zusammenfassung. 

Versuche tiber die Wirkung der Cadmiumsalze: CdCl, CdS Oy, 
Cd (NO,)., Cd(CH,COO), auf H,O,, wie auch tiber den EinfluB, den 
sie auf die katalatische und peroxydatische Wirkung des Blutes und die 
Leberkatalase haben, ergeben: 

1. Die Cadmiumsalze allein haben stark ausgepragte katalatische 
und peroxydatische Wirkung. CdCl, Cd (NQO,)., Cd (CH,COO), zeigen 
starkere peroxydatische als katalatische Wit kung: Cd§$ O, hat umgekehrt 
eine starkere katalatische als peroxydatische Wirkung. 

Die starkste katalatische Wirkung hat das Acetat: ihm folgen 
Sulfat, Chlorid und Nitrat. Die starkste peroxydatische Wirkung zeigt 
Acetat: ihm folgen Chlorid, Nitrat und Sulfat. 

2. Dieselben Cadmiumsalze iiben einen starken EinfluB auf die 
Katalase des Blutes wie auch auf die Leberkatalase aus. 

a) Diese beiden Wirkungen werden von hohen Konzentrationen an 
CdCl, und Cd(CH,COO), gehemmt, von ihren niedrigen Konzen- 
trationen geférdert. 
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b) Cd (NO,), hemmt in allen gepriiften Konzentrationen die kata 
latische Wirkung des Blutes. 

c) Hohe Konzentrationen an Cd (NO,), hemmen die Leberkatalas: 
vollig, wahrend stark verdiinnte Lésungen sie nicht beeinflussen. CdS O, 
fordert in hohen Konzentrationen im Gegensatz zu den anderen Cadmium 
salzen die katalatische Wirkung des Blutes; in mittleren Konzentiationen 
hemmt es dieselbe, wahrend stark verdiinnte Lésungen keinen Einflut 
haben. 

d) CdSO, hat auf die Leberkatalase in hohen Konzentrationen 
einen hemmenden EinfluB, wahrend niedrige Konzentrationen unwirk 
sam bleiben. 

3. CdCl,, Cd (NO,),, Cd (CH,COO), fordern die peroxydatische 
Wirkung des Blutes, wobei die Wirkung mit der Konzentrations 
verringerung des Salzes abnimmt. 


CdSO, hemmt in hohen Konzentrationen die peroxydatische 
Wirkung des Blutes; in den Konzentrationen m/100 bis m/1000 férdert 
es schwach, wahrend sehr verdiinnte Lésungen keinen EinfluB haben. 
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Aktivatoren des 
Kohlenhydratabbaues als wasserlésliche Nahrungskomponenten. 
Von 


Hans von Euler und Maj Malmberg. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1935.) 


Noch vor der Scheidung und Isolierung der Komponenten der 
Vitamin B-Gruppe ist in Erwagung gezogen worden, ob Beziehungen 
zwischen dieser Gruppe (dem damaligen ,,Vitamin B‘t) und dem 
Coenzym der alkoholischen Garung (Co-Zymase) bestehen. Weder die 
Reinigung der B-Komponenten noch diejenige der Co-Zyme-e war 
damals geniigend weit fortgeschritten, um bestehende Beziehungen auf- 
klaren zu kénnen!. 

Der Umstand, daB eine oder einige Komponenten der B-Gruppe an 
Oxydoreduktionswirkungen im Tierkérper wesentlich beteiligt sind, 
wahrend fiir die Co-Zymase die Rolle als Coreduktase nachgewiesen 
wurde, war die Veranlassung, daB in diesem Institut auf die urspriing- 
liche Fragestellung immer wieder zuriickgekommen wurde. Nachdem 
dann R.O. Peters? eine weitgehende Reinigung von B,-Praparaten 
gelungen war, priiften wir auf seine Veranlassung eines seiner Praparate 
auf Co-Zymasewirkung im Giarversuch und andererseits wurde ein 
Co-Zymasepraparat im Oxforder-Institut auf B,-Wirkung untersucht, 
ohne da jedoch positive Ergebnisse erzielt worden waren. 

Nachdem Birch und Harris* zur Untersuchung von Vitamin B, 
ihre Bradycardie-Methodik eingefiihrt hatten und nachdem Peters und 
seine Mitarbeiter? an Vitamin B, den Catatorulin-Effekt gemessen hatten, 
traten Birch und Mann der Priifung einer Vitamin B,-Wirkung durch 
Coenzyme naher. Birch und Mann stellten das von Szent-Gyérgyi® und 
Vargha® beschriebene und aus Ochsenherzen gewonnene Coenzym nach 
der Methode de’ ungarischen Forscher dar und priiften dieses Co- 
enzym an der Milchséuredehydrase nach Boyland’. Nun kann nach den 
neuen Untersuchungen unseres Instituts kein Zweifel dariiber bestehen, 
daB das Coenzym (die Codehydrase) von Szent-Gydrgyi mit der Co- 


1 Euler u. Pettersson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 114, 4, 1921; Luler u. 
Santesson, Sv. Vet. Akad. Akiv f. Kemi 9, Nr. 160, 234, 1924. 2 Euler 
u. Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 72, 1926. 3 Peters u. Sinclair, 
Biochem. J. 27, 1677, 1933; Peters u. Thompson, ebenda 28, 806, 1934. 

4 Birch u. Harris, ebenda 28, 602, 1934. 5 Birch u. Mann, ebenda 28, 
622, 1934. 6 Szent-Gyérgyi u. Vargha, Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 
228, 1932. — 7? Boyland, Biochem. J. 27, 786, 1933. 
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Zymase (Co-Dehydrase 1) tatsachlich identisch ist, wie dies ja Szen/ 
Gyorgyt selbst schon vermutet hat. Im Verlauf ihrer Untersuchun; 
iiber die Aktivierung der Milchséuredehydrase aus Herzmuskel stellte) 
tirch und Mann Co-Zymase nach der Methode von Euler und M yrbéich 
sowie auch nach der Methode von Szent Gyérgyi und Vargha dai 
Letztere Praparate versuchten Birch und Mann in zwei Fraktione: 
aufzuteilen, welche sie als A und B bezeichneten. Hinsichtlich ihre; 
nach Kuler und Myrback dargestellten Praparate geben die englische: 
Forscher an, daB dieselben gegeniiber Milchséuredehydrase vollkommen 
inaktiv waren, wahrend sie hohe Aktivitat gegeniiber Glucosedehydrase 
besessen haben soiien (J/ann)?. Wie in einem anderen Zusammenhang 
naher gezeigt werden wird, liegt in diesen beiden Befunden von Birch 
und Mann ein Widerspruch: sofern diese Forscher gairungsaktive Co 
Zymase in den Handen gehabt haben, muB dieselbe nicht nur gegeniibe: 
(lucosedehydrase*, sondern auch gegeniiber Milchséuredehydrase aus 
Herzmuskel aktiv gewesen sein. 

Auch im JSarcroft-Apparat fanden die genannten Verfasser bei 
ihren Messungen tiber Sauerstoffaufnahme Unterschiede zwischen 
ihren Coenzymkomponenten A und B und sie sehen in diesem Ergebnis 
eine Bestatigung ihrer Annahme, daB ihre Aktivatoren A und B zu 
Milchsauredehydrierung notwendig sind. 

Was die beiden Aktivatoren A und B betrifft, so wurden dieselben 
nach Angabe von Birch und Mann frei von Vitamin B, erhalten: der 
zweite Faktor ,,seems to show some temporary curative effect on the 
bradycardia produced in vitamin B, deficient rats‘. Wher diese Trennung 
ihres Coenzyms aus Herzmuskel kénnen wir uns aus eigener Erfahrung 
nicht 4uBern. Indessen muB hier bemerkt werden, da nach den neuen 
Ergebnissen dieses Instituts* auch hochgereinigte Co-Zymase oft von 
einer ,,Co-Dehydrase II** begleitet ist, deren Identitat mit Warburgs 
Co-Ferment nach den Versuchen von Adler4 als sichergestellt angesehen 
werden kann. Nach Banga u. Szent-Gyédrqyi® wird, wie erwahnt, Milch 
sduredehydrase aus Herzmuskel durch ein Co-Enzym (Co-Zymase) 
aktiviert und weiterer Zusatz von Co-Dehydrase I] Warburgs Co 
Ferment steigert die Entfarbungsgeschwindigkeit im Thunberg-Versuch 
nicht oder nur unbedeutend. 


Seitdem in diesem Institut zum letztenma!l Vitamin-B-Wirkungen 


an Co-Zymase experimentell gesucht wurden, sind nicht nur tiber die 


Vitamin-B-Gruppe wichtige Aufklarungen geschaffen worden, sondern 


' Euler u. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 237, 1928. 
* Mann, Biochem. J. 26, 785, 1932. 3 N. Das, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 288, im Druck. ' Euler u. Adler, ebenda 235. 164, 1935; 2388, im 
Druck. 5 Banga u. Szent-Gyérqgyi, ebenda 217, 39, 1933. 
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es ist auch gelungen, die Co-Zymase in viel reinerer Form darzu- 
stellen! als dies friiher méglich war. Auch der kiirzlich gefiihrte 
experimentelle Nachweis, da die Co-Zymase als Wasserstoffiiber- 


trager fungiert? und als solcher wesentlich am Kohlenhydratabbau 
teilnimmt, legt erneut einen biologischen Vergleich mit Komponenten 
der Vitamin-B-Gruppe nahe, deren Wirkung vielen Tatsachen zufolge 
in der Beteiligung an oxydo-reduktiven Vorgingen besonders an 
Kohlenhydraten liegt. 


Wir haben deswegen im AnschluB an die chemischen Co-Zymase- 
Untersuchungen dieses Instituts und insbesondere von Albers und 
Schlenk? neue Versuche dariiber angestellt, ob die Co-Zymase als Zusatz 
zu Komponenten der B-Gruppe Wachstumswirkungen ausiibt, bzw. 
ob die Co-Zymase tatsachlich, wie Harris und seine Mitarbeiter vermutet 
haben, Vitamin B, ersetzen kann, oder ob vielmehr die Aktivatoren des 
enzymatischen Kohlenhydratabbaues als Vitamine B, (4a oder 4b) 
wirken kénnen. 


Entsprechende Versuche stellten wir zum gleichen Zweck mit der 
aus Hefe gewonnenenen Co-Dehydrase an, welche nach den Fest- 
stellungen von Euler und Adler* mit dem von Warburg aus roten Pferde- 
blutzellen gewonnenen Co-Ferment identisch ist. Nach Abschlu®B dieser 
Versuche erschien eine eingehende Untersuchung von Warburg, Christian 
und Griese ® iiber ihr Co-Ferment, in welcher die friiheren Angaben von 
Warburg und Christian® iiber das Co-Ferment wesentlich erweitert 
worden sind. Kuler, Albers und Schlenk hatten vor kurzem betont, dai 
die Isolierung des Nicotinséureamids aus Co-Zymase den Vergleich mit 
dem Warburgschen Co-Ferment nahelegt. Soweit damals Angaben iiber 
die analytische Zusammensetzung des Warburgschen Co-Ferments vor- 
lagen, ,,beweisen sie die Verschiedenheit der Co-Zymase“. Unsere dies- 
beziigliche Auffassung hat sich nach den Erfahrungen dieses Instituts 
und nach der erwahnten neuen Untersuchung von Warburg, Christian 
und Griese durchaus bestatigt. 


Bei uuseren Versuchen wurden die Ratten mit der fiir Vitamin B- 
Versuche tiblichen Grundkost ernéihrt, namlich: 


eee as. el FD Fo Ge Re Gehartetes Arachidfett . . 65g 


Reisstirke ...... . 300g Salzmischung ..... . 25g 


1 Kuler, Albers u. Schlenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 234, 1, 237, 1, 
1935; s. auch Myrbdck u. Ortenblad, ebenda 234, 254, 1935. 2 Euler, Adler 
u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 47, 290, 1935. 3 Kuler, Albers u. Schlenk, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 237, 1, 1935. ' Euler u. Adler, ebenda 235, 
164, 1935. — ° Warburg, Christian u. Griese, diese Zeitschr. 282, 157, 1935. 

* Warburg u. Christian, ebenda 274, 116, 1934. 


Biochemische Zeitschrift Band 284. 
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Die Salzmischung hatte folgende Zusammensetzung, ahnlich Me Collum 
Salzmischung 185: 


(3 I a ae ee 87g CaH,(PO,),H,O. . . . 270g 
NaH,PO,,H,O’..... 174g Fe-Citrat ....... 50g 
Bethe Oe sw cw te st Sh oe Ca-Lactat. . . ... . 650¢ 


Dazu folgende vitaminhaltige Stoffe: 

Dorschiebertran 10 cem, B,-Adsorbat an acid clay 20mg pro Tag, 
Laktoflavin, standardisiert, 10» pro Tag. 

Von einer hochgereinigten kristallisierten Co-Zymase, ACo = 400000 
wurde pro Tag 1 mg als Ersatz fiir Hefekochsaft (Vitamin B,) zu 
gegeben. An vier Versuchstieren erwies sich diese ‘| agesdose als wirkungs- 
los, ebenso Codehydrase IT. 

Uber letztere Gruppe von Versuchen wird noch in einem anderen 
Zusammenhang berichtet werden. Hier sei nur erwahnt, daB nach 
alteren Versuchen von Rydbom weder eine starke Uberdosierung an 
Phosphaten (Dinatriumphosphat + Monokaliumphosphat) noch eine 
starke Uberdosierung von Pentosen (Arabinose, Ribose) an wachsende 
Ratten zu deutlichen Wachstumswirkungen fiihrte. 

Negativ waren auch die Versuche, den Co-Zymasegehalt des Muskel- 
fleisches von ausgewachsenen Ratten durch groBbe Tagesdosen purin- 
reicher Nahrungsmittel, nimlich 3 bis 5g von Liebigs Fleischextrakt 
zu erhéhen. Der Co-Zymasegehalt des Muskelfleisches wurde mit dem- 
jenigen normaler und purinarm ernahrter Ratten verglichen, indem 
mit dem Extrakt als Erginzung zu Apo-Zymase Garungsversuche an- 
gestellt wurden. Die Extrakte enthielten nach den Messungen von 
Herrn Assistenten (. Giinther ziemlich tibereinstimmend etwa 6 Co 
pro cem. 

Unsere zweite Versuchsgruppe bezog sich auf Stoffe, welche als 
Spaltprodukte der Co-Zymase und der Co-Dehydrase II erkannt worden 
waren, besonders t-Adenylsaure und Nicotinséureamid, sowie auf Derivate 
des letzteren, Nicotinséure und Coramin. Die letzteren Stoffe wurden 
simtlich in recht groBen Tagesdosen, 0,3 bis 2 mg der erganzten Grund- 
kost, zugegeben; sie waren ohne Wachstumseffekt, ebenso Hypo- 
xanthin!. 

Hinsichtlich der Wirkung des Nicotinséureamids kénnen_ wir 
gegenwartig folgendes sagen: Bei unseren mit P. Karrer ausgefiihrten 
Aktivitaétspriifungen an Flavinen wurde als Erganzung zu B, und Lacto- 
flavin ein Hefekochsaft durch Behandlung mit Frankonit bereitet, 
welcher ohne Flavin nicht wachstumswirksam war, sich aber als aus- 
reichende Ergdnzung zu B, + Lactoflavin erwies. (Vgl. Euler, Karrer. 
Adler u. Malmberg?.) 


! Wir danken der Aktiengesellschaft F. Hoffmann-La Roche & Co., 
Basel, fiir die freundliche Uberlassung dieser Praparate. 2 Helvet. chim. 
Acta 17, 1158, 1934. — Arkiv f. Kemi, 11 B, Nr. 33, 1934. 
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Wie wir schon friiher betont haben, ist zur vollstandigen Entwicklung 
und zur normalen Gewichtszunahme der Ratten auBer B, und Lacto- 
flavin und auBer einer meist als B, bezeichneten Komponente noch 
wenigstens ein weiterer Faktor erforderlich. Nun haben wir, teils zur 
Priifung von B,-Praparaten, deren Ergebnisse wir mit Prof. Karrer mit- 
teilen werden, teils im Zusammenhang mit den oben erwahnten Fragen 
uns seit langerer Zeit damit beschaftigt, einen Hefekochsaft herzustellen, 
welcher zwar selbst eine ungeniigende Erganzung zu B, + Lactoflavin 
bildet, welcher aber mit der gesuchten zweiten Erganzungskomponente 
Wachstum bei Ratten hervorruft, welcher also zwar B, (B,,), nicht aber 
dessen Ergainzung (B,,) enthalt. Wir verwenden hier vorlaufig die Be- 
zeichnung By), fiir den Erganzungsfaktor zu B,,, weil die Bezeichnung 
B, von Gyérgy (Nature 183, 498) fiirden spezifischen anti-dermatitischen 
Faktor in Anspruch genommen ist. 

Kinen solchen Hefesaft haben wir folgendermaben bereitet: 1 kg 
Oberhefe wurde mit L0Q ccm Wasser verriihrt, die Suspension auf- 
gekocht und zentrifugiert. Das Filtrat wird nochmals aufgekocht und 
nach Abkiihlen mittels HCl auf py — 2 (kongosauer) gebracht. Dann 
wird die Lésung mit 10g acid clay 1 bis 2 Stunden lang mechanisch 
verruhrt, zentrifugiert und nochmals mit LOg acid clay behandelt. 
Nach Zentrifugieren wird mit NaOH neutralisiert, schlieBlich auf ein 
so kleines Volumen eingeengt, daB 0,2 cem Lésung, die Tagesdose fiir 
eine Ratte, etwa 3g Backerhefe entspricht. 

Bei taglicher Zugabe von 2ccem dieses Hefesaftes + B, + 10 y 
Lactoflavin zur Grundkost fiel eine Versuchsreihe folgendermaben aus: 
Von 14 Versuchstieren starben 8, die iibrigen 6 zeigten unregelmabige 
Gewichtszunahme, 0,9 g pro Tag. 

Wurde nun in der taglichen Nahrung der Ratten die B-Gruppe: 
B, + Lactoflavin + Hefesaft (siehe obigen Versuch), noch durch 
tagliche Dosen von 1 mg Nicotinséureamid ergianzt, so starb von 9 Ver- 
suchstieren nur 1, und zwar nach Gewichtszunahme, die iibrigen 8 
zeigten eine durchaus regelmaBige Gewichtszunahme, wie in spater 
mizuteilenden Kurven gezeigt wird. 

Bei der Beurteilung unserer bisherigen Resultate an Nicotinsaure- 
amid ist in Betracht zu ziehen, daB auch der Hefensaft selbst Nicotin- 
siureamid sowie Co-Zymase (aktiv und inaktiv) enthalt, so daB die 
Nahrung der 6 iiberlebenden Kontrolltiere nicht frei von Nicotinsaure- 
amid und Adenylsaure war. 

Nikotinséureamid wird nach Versuchen von Herrn Dr. Ff’. Schlenk aus 
Wasser vollstandig, an acid clay unter obigen Bedingungen nur teilweise 
adsorbiert. 

In der dritten Versuchsgruppe haben wir im Anschlu8 an Versuche 
tuber den Kohlenhydratabbau in Nerven und Gehirn Gehirnextrakte 
und Fraktionen derselben verwendet, welche ziemlich reich an Co-Zymase 
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sind und zufolge Priifung an Robison-Kster-Dehydrase auch 
Co-Dehydra:e II enthalten. Von diesen Versuchen wollen wir hier nu 
diejenigen mit der Gehirnextrakt-Fraktion » mitteilen, welche in fol- 
gender Weise erhalten wurden. Wir danken auch hier Herrn Assistenten 
Dr. F. Schlenk und Herrn cand. Heiwinkel fiir freundliche Hilfe. 

2kg Kalbsgehirn wurden sofort nach dem Schlachten maschinel! 
zerkleinert und mit 4 Liter 1 °jiger Kochsalzlésung, die durch Zusatz von 


Kisessig auf po = 3 gebracht worden war, wahrend 5 Minuten bei 80° 
extrahiert. Nach dem Erkalten wird filtriert und die Lésung aufs neue aut 
PH 3 gebracht. Gesamtvolumen 3,8 Liter. Garungsaktivierung 8 Co /cem 


(G. Jansson). Aktivierung der Robison-Ester-Dehydrase im Thunberg 
Versuch nur gering (Heiwinkel). 

Die Lésung, versetzt mit tiberschiissigem Bleiacetat, bleibt iiber Nacht 
stehen und wird durch Zentrifugieren von der Fallung getrennt. Die Fallung 
wird verworfen, aus der Lésung fallen durch Zusatz von Quecksilbernitrat 
Co-Zymase und Co-Dehydrase IIT aus. Durch Zusatz von Natronlauge stellt 
man auf pH 6,5 ein und erhalt durch Zentrifugieren Fallung x und Mutter 
lauge /). 

Fallung « wird mit wenig Wasser aufgenommen und durch Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Die klare Lésung wird gepriift. Volumen 400 ccm. 
Garungsaktivierung 32,5 Co/eem. Geringe Aktivierung der Pobison-Ester 
Dehydrase. Die auf 120 ccm eingeengte Lésung hatte ihre Aktivator 
wirkung verloren. Sie wird neutralisiert als Zusatz zu den Vitamin-B- 
Versuchen verwendet. 

Tagesdosen von 1 cem dieser Lésung y als Erganzung zu Vitamin 
B,-Adsorbat und 10 y Lactoflavin pro Tag ergaben eine tagliche K6érper- 
gewichtszunahme von 1,1 g. 

Lie Versuche iiber die Aktivatoren der Gehirnextrakte und ihre: 
Fraktionen sowie iiber die biologische Synthese der Co-Enzyme werden 


fortgesetzt. 


Herrn Prof. Dr. P. Karrer danken wir bestens fiir die freundliche 
es ; 
Uberlassung von Laktoflavin. 
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